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I. Inrropuction. 


That the excised liver cells form lactic acid with the simul- 
taneous disappearance of sugar stuffs both in the presence and 
the absence of oxygen is a known fact. As, however, the liver 
represents the groups of cells soaked in an ever possible complex 
mixture called blood it is quite desirable to follow the change in 
a much simpler condition. I have, therefore, studied the behavior 
of isolated liver cells with regards to the formation of lactic acid 
under different conditions. Kodazima of this laboratory (1931) 
found in his study on isolated liver cells that the hydrolytic 
enzymes remained quite resistant in these cells, while the action of 
aminoacidase was entirely absent. As will be shown below, the 
isolated liver cells washed over fifteen times lack the power of 
producing lactic acid. To locate in this case the break in the 
chain of the production of lactic acid from the sugar is the aim 
of this communication. 


Il. Metxuop anp MATERIAL. 


1. Isolated liver cells: Isolated liver cells of rabbit were 
prepared according to the method reported by Kodazima (1931). 
The washing was repeated fifteen times and to the cells precipitated 
in the centrifuge tubes were added nine times their volume of 
physiological salt solution. A certain amount of this suspension 
was used for the experiment. 

2. The determination of lactic acid: The lactic acid was first 
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extracted by the principle used by Hirsch-Kaufmann’s method 
(1924). About 2 gm. of the substance to be tested were added to 
5 ec. of 4% HCl contained in a weighing bottle to stop its enzymic 
action. The amount of the substance was calculated by the differ- 
ence in weight of the weighing bottle before and after the addition 
of the substance. 5cc. of 20% trichloracetic acid and 10ce. of 
distilled water were then added to the mixture to remove protein, 
while mercury chloride was used by Hirsch-Kaufmann for the 
purpose. 15cce. of the filtrate of trichloracetic acid were added 
with 5ec. of 10% CuSO, in a measureing flask of 50 cc. capacity 
and the mixture was neutralized with 30% NaOH and upon the 
addition of 20 ce. of 20% Ca(OH). the mixture was filled with 
distilled water to the mark. The mixture was often shaken and 
filtered after one hour. The filtrate was proved by Molish’s 
reaction to be free from sugar and could be used for the determi- 
nation of lactic acid. A certain amount of protein and sugar 
free filtrate just mentioned was put into an oxiding flask and 
the required amount of 10% HCl to neutralize it was added 
and lactic acid was estimated by Friedmann-Schaffer’s 
method (1927). Acetaldehyd formed by- the oxidation of lactic 
acid was performed under the current of air purified through 
bottles containing each 30% of sodium bisulfite, 30% of NaOH and 
distilled water. The rate of dropping of permanganate was regu- 
lated so that each drop was added just when the color produced 
by the previous drop disappeared. Too rapid addition of per- 
manganate decreases the yield of acetaldehyd. 

3. Determination of oxygen consumption.: About 0.3-0.lem. 
of the liver cells suspension or sliced liver tissue, about 0.4 mm. 
thick, were put into the respiration chamber of Warburg’s 
apparatus containing 5 ce. of Ringer solution and the oxygen 
consumption was measured as usual. The temperature of thermo- 
stat was 37°. The amount of oxygen consumed was expressed per 
mg. of dry material. 

4. The determination of glycogen: Glycogen content of liver 
was determined by Iwasaki-Mori’s method (1927). The sugar 
was estimated by the Hagedorn-Jensen method instead of 
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Bang’s method in original paper. The amount of glycogen was 
expressed by the value of sugar per mg. of total nitrogen. 
5. The determination of N: The amount of total nitrogen 
was estimated by Micro-Kjeldahl1 method. 

6. The determination of methylglyoxal: Methylelyoxal was 


estimated by Ariyama’s method (1928). 


II. THE COMPARISON OF LACTIC ACID FORMATION BETWEEN 
LIVER AND BLOOD. 


In the study of lactic acid formation in the excised liver it 
becomes much simpler if we can follow the amount of lactie acid 
in the liver not freed from the blood rather than in the completely 
bloodwashed organ. I have therefore compared the amount of 
lactic acid formed in the liver and blood. Abount 30 ce. of blood 
was taken from the cut at V. juglaris of an albino rabbit weighing 
2030 gm.. The liver was then taken out of the abdomen. Ca. 2 ¢m. 
of liver was made into paste with pistil and mortar and the amount 
of lactic acid was estimated by the method stated in section II. 
At the moment when the enzymic action of liver paste was checked 
—15 minutes after the liver excision—by the addition of hydro- 
ehloric acid about 3 ce. of blood was pipetted off and the amount 
of lactic acid was determined. The succeeding determinations 
were made at 35’, 90’ and 150’ in case of liver tissue and at 30’, 
60’, 105’ and 165’ in case of blood. The result is shown in table I 
and figure 1. 


TABLE I. 
The lactic acid formation in liver cells and blood at room 
temperature (21°). 


Time Lactic acid in liver Increased lactic acid in liver 


(Minutes) % % 
0 0.094 
15 0.106 0.012 
35 0.114 0.020 
90 0.124 0.030 
150 0.132 0.038 
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. Lactie acid Increased lactic acid 
af aie Blood in blood in blood 
(Minutes) ce. % % 
0 3 0.063 

15s 3 0.064 0.001 

30 3 0.065 0.002 

60 3 0.066 0.003 
105 3 0.067 0.004 
165 3 0.067 0.004 

iow 
0.040 


0.080 


0.020 


Lactic acid formation 


0.010 


Blood 


15 0) 60 105 165 


Minutes 


As can be seen from the table and figure the production of 
lactic acid in the blood is far less than of that in the liver tissue. 


a oN I UT ae A 


IV. THE EFFECT OF THE PRESENCE OF BLOOD ON LACTIC 
ACID FORMATION IN THE LIVER. 


“About 2 em. of the liver paste, prepared with liver which was 
washed in situ thoroughly with about 1.5 liter of physiological salt 
solution, was incubated for 3 hours either with 5 ce. of phosphate 
buffer (pH 7,4) or with 5ec. of blood of the same animal., The 
amounts of lactic acid produced were compared. 


Studies on lactie acid formation in liver eells. Q41 


TABLE II. 


The effect of the presence of blood on the lactic acid formation 
in liver cells. 


Before incubation After 3 hours incubation 
Material Total lactic acid Total lactic acid | Increased 
Liver Liver lactic acid 
gm. gm. in liver 
mg. % mg. % % 
4.35 5.29 
Blood 0.087 0.106 
4.33 5.30 
; 2.346 2.07 2.924 4.08 
Liver 0.090 0.138 0.048 
2.856 2.59 2.408 3.29 
2.310 2.06 2.138 7.92 
Blood + Liver 0.089 0.033 
2.441 27, 1.988 7.76 


From table II it can be said that the presence of blood delays 
the production of lactic acid rather than the phosphate buffer of 
the same activity. 


VY. THE PRODUCTION OF LACTIC ACID IN SLICED LIVER TISSUE. 


The unwashed liver of healthy rabbit was sliced with a safety 
razor about 1mm. large. With this sliced liver the production 
of lactic acid under several different conditions, as the addition of 
glucose and heated muscle extract, was studied. The result is 
shown in table III. 

As is indicated in the table the production of lactic acid in 
the liver cell is enlarged by the addition of glucose, while the heated 
muscle extract has almost no effect on the fresh liver tissue. The * 
decrease in production of lactic acid is observed also with the lapse 
of time after the excision of liver. 
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Tasue IIT. 
The lactic acid formation of sliced liver tissue. 
Experiment No. 
1 2 35 4 5 
Ces ce. ee ee. ce 
Liver ot =f ts se a 
Phosphate buffer pH 7,4 5 5 5) 5 5 
Glucose solution (5%) 2 2 — — 2 
Muscle extract (1:1) i — 1 — alt 
Physiological salt solution = 1 2 3 os 
Toluol 0.5 0.5 0.5 0.5 | 0.5 
ee Lactie acid in liver % et cal oe aia 
No. Retordinenbat After 24 hours a % AEE 
efore incubation shoabacon 0 
Ht 0.077 0.275 0.198 
2 0.077 0.283 0.206 
3 0.072 0.262 0.190 
4 0.072 0.270 : 0.198 
Tae alter . Lactie acid in liver % ee. 
liver excision xperiment acti¢ aci 
(hours) No. Before After 3 hours in liver 
incubation incubation % 
0 4 0.114 0.247 0.133 
2 (0 ins} 0.260 0.147 
2 4 0.148 0.238 0.090 
2 0.146 0.244 0.098 
4 4 0.155 0.235 0.080 
2 0.154 0.235 0.079 


VI. THE ABSENCE OF LACTIC ACID FORMATION IN 
ISOLATED LIVER CELLS. 
From the preliminary experiments mentioned hitherto it was 
observed that fresh normal liver cells can produce a definite amount 
of lactic acid during incubation which could be increased by the 
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addition of glucose, while the heated muscle extract exhibits no 
favorable effect. The ability to produce lactic acid decreases with 
the age of the excised liver tissue. Next I have studied the ability 
of isolated liver cell under different conditions. In this experi- 
ment, the oxygen was excluded from the system, by replacing it 
with nitrogen, which was purified through alcaline pyrogallol solu- 
tion and water successively. 


TABLE IV. 
Lactic acid formation in isolated liver cells. 


rT. : pee oe Lactic acid 
Exp. No. incubation | eo rmation 
Gym phits: 
ily Isolated liver cell suspension (1:10) 5 ce. 20 
Phosphate buffer pH 7,4 i @@; 
Physiological salt solution ilayee: 0 
Toluol 0.5 ce. 
, Isolated liver cell suspension (1:10) 5 ce. 3 
Phosphate buffer pH 7,4 BicCs 
Physiological salt solution 2 ce. 
Glucose solution (5%) 1 ce. 
Toluol 0.5 ec. 0) 
Be Tsolated liver cell suspension (1:10) 5 ce. 24 
Phosphate buffer pH 7,4 BICee 
Glucose solution (5%) 2 ce. 
Heated muscle extract (1:1) 1 ee. 0 
Toluol 0.5 ee. 


As ean be seen from the table the isolated liver cells lack the 
ability to produce lactic acid. Neither the addition of glucose nor 
that of muscle extract seems to produce any favorable action. 


VII. THE EFFECT OF SEVERAL DYESTUFFS UPON THE LACTIC 
ACID FORMATION IN LIVER CELL. 
The first purpose of this experiment was the study of the effect 
of dyestuff on the isolated liver cells, prepared according to Koda- 
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zima’s method (1931). As, however, the isolated liver cells lack 
the ability to form lactic acid, as is shown in the preceding section, 
I have made use of unwashed liver cells. In this experiment, about 
half a liver of a well nourished albino rabbit was cut out, prevent- 
ing bleeding from the rest of liver in situ by the use of Kocher’s 
clamp. <A definite amount of dye solution, corresponding to 10 ec. 
per kilo body weight, was then injected quite slowly into the portal 
vein. The remaining part of the liver was immediately cut off 
and preserved in ordinary room temperature. The dyestuffs used 
in this experiment were exactly the same as those used in Koda- 
jima’s experiment and were as follows. 


Acid dyes: 
Ponceau weak adsorption, great imbibition. 
Trypanred weak adsorption, small imbibition. 
Basie dyes: 
Methylviolet strong adsorption, medium imbibition. 
Neutralred medium adsorption, great imbibition. 


In my case methylenblue was tried also. This dye shows, as 
is well known, a promoting action on the oxidative process. The 
solution consisted of 0.8% NaCl, 0.02% potassium diphosphate, 
- 0.1% sodium monophosphate and 0.3% of one of dyes enumerated 
above. 

About 1,5 gm. of liver tissue were weighed off into six sections 
of a weighing bottle of ca. 30 ce. capacity containing 5 ee. of phos- 
phate buffer (pH 7,4). The contents of three sections were im- 
mediately subjected to the determination of lactie acid, while the 
remaining three series were, after the replacement of air in the 
bottle by nitrogen gas free from oxygen, put into an incubator at 
37° for three hours. The amount of lactic acid in the incubated 
bottle minus that in the immediately determined bottle represents 
the amount of lactic acid formed during the experiment. The 
amount of lactic acid formed was expressed in value corresponding 
‘to each mg. of liver nitrogen. The results are shown in table V. 

As can be seen from the table, neutral red, which imbibes 
rapidly and adsorbs well, inhibits the formation of lactic acid most, 
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while the effect of trypan red, which is least adsorptive and imbibi- 
tive, is least. 


VIII. THE EFFECT OF SEVERAL DYESTUFFS UPON THE 
DECOMPOSITION OF GLYCOGEN IN LIVER CELLS. 


The amount of glycogen decomposed in the liver cells, treated 
with different dyes were studied parallel with the lactie acid deter- 
mination in the previous experiment. The results are given in 
table VI, in which the amount of glycogen decomposed was ex- 
pressed per mg. of nitrogen in liver slices. 

Here also the effect of trypan red is the least. The effects of 
other dyes, however, differ from those with lactie acid forming 
capacity. Neutral red is shown to be not so destructive as it was 
in the case of lactic acid formation, while methylviolet is found 
more inhibiting. 


[X. THE EFFECT OF SEVERAL DYES ON THE OXYGEN 
CONSUMING POWER OF LIVER CELLS. 


The oxygen consumption of liver cells treated with dyestuffs 
was examined under exactly the same conditions as in the two 
previous experiments. The result is shown in table VIT. 

As is clear from the table, the effect of dyestuffs on the oxygen 
consumption of liver cells parallels that of glycogen decomposition, 
while it differs from that of lactic acid formation. These relations 
ean be seen in table VIII and figure 2. 


X. THE CHANGE IN LACTIC ACID FORMING CAPACITY AND 
OXYGEN CONSUMPTION DURING CONSERVATION 
OF THE LIVER. 


In the foregoing experiments, we have seen that the effect of 
several dyestuffs on the amount of oxygen consumed and that on 
the amount of glycogen decomposed are entirely similar, while they 
differ from the effect of lactic acid formation. These suggest to 
us that the process of glycogen decomposition goes somewhat 
parallel to that of oxygen consumption, and that the formation of 
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TasLe VII. 


The effect of different dyes on the oxygen consuming capacity 


of liver cells. 


emm. Oxygen 


Percentage of 


/ esnsumption oxygen consuming 
Kind of dyes i Elis Tes capacity 
20’ | 40° | eo’. | 20° | 40’ | 60” 
Control 85.8 | 0.704| 1.340| 1.702 
MB. 34.0 | 0.856| 1.604| 2.073| 121.5) 119.7} 121.8 
proenyiep ite control 99.4 | 0.586] 1.099| 1.613 
MB. 130.5 | 0.801] 1.431| 1.945] 136.7| 130.2] 120.5 
129.1| 125.0| 121.2 
Conroe! 157.9 | 0.764| 1.371] 1.832 
NR. 55.3 | 0.710| 1.201| 1.628| 92.9! 87.6] 88.8 
leg aliod ee Control 90.4 | 0.698| 1.248| 1.739 
NR. 105.2 | 0.646| 1.132] 1.483) 92.5) 90.7) s52 
92.7| 89.2] 87.0 
Control 124.3 | 0.675| 1.271] 1.761 
. MV. 139.4 | 0.556| 1.063| 1.470| 82.4] 83.6] 33.4 
PER VEOISL A ren so! 128.6 | 0.747] 1.373| 1.946 
MV. 146.3 | 0.621| 1.195] 1.682) 83.1) 937.0| 864 
; $323") 85:3) 85-4 
Control 133.2 | 0.793! 1.455] 1.953 
| P. 122.8 | 0.756] 1.345] 1.787| 95.3] 93.1] 91.5 
popcent Contre 82.8 | 0.919! 1.675| 2.329 
P. 87.6 | 0.813| 1.529 2.143 88.4] 91.3] 92.0 
91.9, 922] 918 
Control 123.8 | 0.529| 1.048! 1.567 
ures 146.6 | 0.581! 1.040] 1.560| 100.4! 99.2| 99.5 
Control 109.3 | 0.541| 1.014] 1424 
Tryp. 120.7 | 0.530| 1.010/ 1.404| 99.8] 96.61 98.6 
100.1) 99.41 99.1 


lactic acid may have a nature of a different kind. To elucidate 
these points I proceeded to study the change in the amount of 
oxygen consumption and of lactic acid of liver tissues during pre- 


servation in an ice chest. 


The liver of a normal rabbit was taken 


out aseptically and put into a fiask for preservation in an ice 
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Tasie VIII, 
The percentage of activity of several liver enzymes influenced 
by staining. 


Oxygen Lactic acid Glycogen 
Kinds of dyes consumption formation decomposition 
Jo (20°) Jo Jo 
Normal 100 100 100 
Trypanred 100 82 80 
Neutralred 93 53 59 
Ponceau 92 61 49 
Methlviolet 83 63 46 
Methylenblue 76 65 


129 


Percentage of activity 


Oxygen consumption 


Eee aon Vina 


oven leer OMposi tion 


Methylenblue 


Trypan red 


Neutral red Ponceau 


Methyl violet 


chest and a small portion necessary for determination was cut 


out at 24, 48, 72, 120, 192 hours. 


The determination of lactic acid was carried out as Follows: 
5 ce. of phosphate buffer (pH 7,4) containing 0.5% of glucose 
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were measured into a weighing bottle and after its air was replaced 
with nitrogen, was placed in the incubator at 37° for two hours. 
Amounts of lactic acid before and after the incubation were 
measured and their difference was taken as the measure of lactic 


acid forming capacity. The oxygen consuming power was deter- 
mined every time with the same material as used for the measure- 
ment of lactic acid by the procedure mentioned in section II. 
The results of these determinations are given in tables [X and X 
and also shown in figure 3. 


TABLE IX: 


The lactic acid forming capacity of preserved liver tissue. 


Before After 2 hours 
; incubation incubation Increased pha con 
ay ans He eS. Taetic acid 
preservation | Lactie acid | _. Lactic acid in liver : 
(hours) Liver Liver % forming 
mg. ae % mg. ihe % capacity 
301 | 4.074| 1.34] 323 | 6.389] 1.978 
0 364 | 4.789| 1.315| 299 | 5.648| 1.889| 0.606 
1.328 1.934 100.0 
233 | 3.631) 1.558! 263 | 4.965] 1.887 
9 
Be 219 | 3.419| 1.561] 236 | 4.400| 1.864] 0.316 
1.560 1.876 52.1 
418 | 6.636] 1.587| 374 | 6.746] 1.804 
48 394 | 6.086] 1.544] 337 | 6.089] 1.803 0.239 
1.566 | 1.805 39.4 
811 | 4.728) 1.520) 351 | 6.276) 1.787 
9 
72 360 | 5.716] 1.588] 394 | 7.046] 1.788 0.234 
ood: 1.788 38.6 
ie 468 | 7.461] 1.594] 359 | 6.492)| 1.808 
405 | 6.614] 1.633] 340 | 6.142! 1.806 0.193 
1.614 1.807 31.8 
821 } 5.3884) 1.677 = 
192 
2 161 | 2.638] 1.638] 242 | 4.303/ 1.778] 0.120 
1.658 1.778 19.8 
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TABLE X. 


The oxygen consuming activity of preserved ‘liver tissue. 


Cmm. oxygen consumption 


. o 
prasimtation | DV Welz ne ‘obospuen 
(hours) mg. : consuming 
20’ 40’ 60’ capacity 
0 88.5 0.718 1.404 1.975 100.0 
24 TTL 0.716 1.359 1.903 96.3 
Z 48 100.2 0.671 1.298 1.850 93. 
72 106.5 0.638 1.148 1.695 85.8 
120 118.7 0.577 1.059 1.427 72.2 
192 118.2 0.321 0.663 0.911 46.1 
Fig. 3 


100 


80 


49 


Percentage of activity 


Hours 


As ean be seen from the tables and figure the lactic acid 
producing power decreases abruptly during the preservation, the 
decrease amounting to about 50% of the original value after 24 
hours, while the decrease in the oxygen consuming capacity runs 
quite slowly, so that even after 72 hours, only 15% of capacity is 


decreased. 
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XI. THE ACTION OF THE GLYOXALASE IN THE PRESERVED 
LIVER TISSUE. 


The discrepancy in the change between the lactic acid forming 
capacity and oxygen consuming capacity during the preservation 
of liver cells mentioned in the foregoing section may depend either 
on the inability of the formation of methylglyoxal or on the 
decrease in the glyoxalase action resulting in the inability of the 
change of methylglyoxal in the lactic acid. To decide this ques- 
tion the action of glyoxalase during the preservation of liver was 
studied. 

The liver was cut out from a rabbit in a normal condition and 
preserved in an ice-chest. Abount 3 gm. of the tissue were taken 
out at various intervals in the course of preservation and made 
into a paste in the mortar, diluted with 10 times its weight of 
distilled water and filtered after a lapse of one hour. 2 ce. of the 
filtrate was used as glyoxalase solution. 

Methylglyoxal was prepared by the method of Fischer and 
Taube (1924) modified by Fischer and Feldmann (1929) from 
dioxyacetate. The concentration of methylglyoxal in the solution 
was measured by the method of Friedmann (1927). 

Every 1 ec. of methylglyoxal solution corresponding to 11,25mg¢g 
of methylglyoxal was mixed with 10 ee. of boric acid-borax buffer 
at pH 7,0 in a series of weighing bottles and added with 2 ec. of 
glyoxalase solution mentioned above. The air in weighing bottles 
was replaced by nitrogen gas and the bottles were placed in an 
incubator at 87°C. At the end of 15’, 30’, 60’ and 120’ one of 
these bottles was taken out and by the addition of 5 ee. of 10% 
trichlorie acetic acid the action of glyoxalase was eut off. After 
ten minutes the mixture was filtered and the amount of remaining 
methylglyoxal was measured as is stated under section II. The 
result 1s shown in table XI and figure 4. : 

As the control, buffered methylglyoxal solution without con- 
taining glyoxalase was incubated for the same duration, and there 
was no methylelyoxal found hydrolysed. 

As is seen from the table and figures the preserved liver tissue 
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TABLE XI. 
The action of the glyoxalase in the preserved liver tissue. 


(Je) 


| 


Time of Decrease of methylglyoxal Percentage of 
preservation i ris 
(hours) 15’ 30’ 60" 120’ “5') 
0 82.0 100.0 100.0 
24 48.2 84.7 100.0 58.7 
48 29.3 55.3 * 100.0 35.7 
72 20.0 42.4 80.9 100.0 24.3 
96 14.7 28.9 58.2 95.1 19.7 
Fig. 4. 
100 


60 


40 


Deerease of methylglyoxal. 


207- 


Hours 


loses to a not inconsiderable extent its glyoxalase during pre- 


servation. 


XII. THE EFFECT OF COENZYME ON THE GLYOXALASE ACTIVITY 


OF A PRESERVED LIVER TISSUE. 


As the decrease in the glyoxalase activity of the preserved liver 
tissue mentioned in the previous section might be due to loss in the 
coenzyme activity, we studied the effect of coenzyme prepared 
from a fresh liver on the glyoxalase activity of liver tissue pre- 
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served for 48 and 72 hours. 

The coenzyme was obtained from a fresh liver paste by boiling 
it with about 10 times its weight of water for 15 minutes and by 
succeeding filtration. 

The results of experiment with and without the addition of 
coenzyme were compared as is shown in table XII. 


TABLE XII. 
The effect of coenzyme on the glyoxalase activity of preserved 
liver tissue. 


: Decrease of 
Experiment Time of Enzyme Coenzyme methylglyoxal 
No. preservation| solution solution 
(hours) ce. ce. me % 
0 22 25.0 
0 3 4.00 | 44.3 
0 3 
1 
3 1.04 11.6 
48 3 3 3.04 SSL 
3 3.50 38.8 
3 10 “4.30 47.6 
2 0 1.06 19.8 
0 2 10 2.88 53.9 
d 10 0 
72 2 0 0.50 4 
10 2.96 55.4 


As is clear from the table the liver, which has lost its glyoxalase 
action to a large degree by the preservation, recovers its activity 
upon the addition of fresh coenzyme. As is mentioned in table XII 
coenzyme alone is entirely ineffective to cause any change in methyl- 
glyoxal solution. 


XIII. THE EFFECT OF COENZYME ON THE LACTIC ACID FORMING 
ACTIVITY OF PRESERVED LIVER TISSUE. 
That while the oxygen consuming power of liver tissue de- 
creases quite slowly during the preservation, the lactic acid pro- 
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ducing activity loses its intensity enormously with the lapse of 
time, is shown in section X. However, as it became known also 
from experiments under section XII, that during the pre- 
servation of liver tissue the amount of coenzyme for glyoxalase 
decreases a great deal, it is necessary to decide whether or not 
this sudden decrement of lactic acid forming capacity is due to 
this diminishing of coenzyme. The experiment is therefore made, 
in which the lactic acid forming capacity of preserved liver tissue 
at 24, 72 and 120 hours of the preservation is estimated with the 
addition of heated extract of fresh liver to supply the coenzyme. 

In each experiment about 1,5 gm. of liver tissue in slices are 
added with 5ce. of phosphate buffer (pH 7,4) containing 0.5% 
glucose. To the mixture are added 10 cc. of heated liver extract 
and the amount of lactic acid formed was examined. In the 
control experiment 10 cc. of phosphate buffer are used instead of 
heated liver extract. The result is shown in table XIII and 
figure 4. 


TABLE XIII. 
The effect of coenzyme on the lactic acid forming activity of preserved 
liver tissue. 


. Increase of lactie acid 
Time oF es Liver cell + 0.5% 
DECEEN AND glucose solution na Ge Percentage of 
(hours) 8. 70 activity 
0 36.6 100.0 
+ Heated liver extract 10 ce. 43.0 100.0 
mi 17.8 48,6 
+ Heated liver extract 10 ce. 41.7 | 96.9 
72 13.9 37.9 
+ Heated liver extract 10 ce. 34.4 80.0 
120 10.8 29.5 
+ Heated liver extract 10 ee. 30.2 70.2 


It is clear from the table and figure that the change in the 
power of lactic acid formation of preserved liver tissue, examined 
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Fig. 5. 


Percentage of activity 


0 


24 48 
Hours 


~1 
bo 


129 


under the supply of coenzyme, during its preservation goes almost 
hand in hand with the change in oxygen consuming power. It 
is conceivable that the more rapid decrement in the lactic acid 
forming capacity during the preservation of liver in comparison 
with oxygen consuming power is due to the rapid decomposition of 
coenzyme, while the formation of methylglyoxal may go almost 
parallel to the oxygen consuming power. 


XIV.. THE GLYOXALASE ACTIVITY OF ISOLATED LIVER CELLS. 

That the isolated lver cells repeatedly washed with physio- 
logical salt solution lack entirely the power of lactic acid forma- 
tion is shown under section VI. To decide whether this lack of 
lactic acid forming capacity is due to the lack of glyoxalase or 
rather to the inability of decomposition of sugar molecule, the 
glyoxalase activity of isolated liver cells was tested on methyl- 
glyoxal solution under the supply of coenzyme. 1 cee. of methyl- 
glyoxal solution corresponding to 12,2 mg. of methylglyoxal, was 
added with 5 ec. of isolated liver cell suspension and 5 ee. of borax- 
boric acid buffer (pH 7,0) with or without 8 ec., 5 ce. or 10 ce. of 
heated extract of fresh liver. The mixture was, under the atmos- 
phere of nitrogen, placed at 37° for one hour, and the amount of 
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lactic acid formed during this time was determined. The result 
is shown in table XIV. 


TABLE XIV. 
The glyoxalase activity of isolated liver cells. 
; Decrease of 
ee Methylglyoxal 12.2 mg. met ee 
mg. % 
1 + Isolated liver cell suspension 5 ce. 0 0 
+ ,,  +Heated liver extract 3 ce. 0.6 4.9 
2 + Isolated liver cell suspension 5 ee. 0 0 
| +  ,,  +Heated liver extract 3 ce. 0.9 feos 
[oats 25) = SEN A 5 ee. 1.0 8.1 
+ 4 ooU+ a 10 ce. 1.4 11.4 


As can be seen from the table the isolated liver cells show 
still the glyoxalase activity when supplied with coenyzyme solution. 


XV. THE LACTIC ACID FORMING ACTIVITY OF ISQUATED LIVER 
CELLS SUPPLIED WITH HEATED LIVER EXTRACT. 


In the previous section it was stated, that the glyoxalase 
action was still preserved in isolated liver cells, when they were 
supplied with heated liver extract. To know whether or not the 
lactic acid forming power is shown under the same condition, a 
new experiment was performed. In section VI, the experiment 
is reported where the heated muscle extract was used in place of 
liver extract and ended the inability of the lactic acid formation 
under that condition. 

The new experiment with the addition of heated liver cell 
extract showed also no formation of lactic acid of isolated liver 
cells. This clearly tells us that the isolated liver cells entirely 
lack the power of decomposing sugar molecule. 


DISCUSSION. 


The experiments clearly show us the fact that isolated liver 
cells lack entirely the power of methylglyoxal formation. That 
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the amount of oxygen consumption and the degree of glycolysis 
run parallel, while the capacity of lactic acid formation, which is 
influenced also by the presence of coglyoxalase may differ from 
the power of oxygen consumption, is made also conceivable by 
these experiments. It is also made probable that the decomposition 
of sugar molecule is capable only under the oxygen consuming 
cell activity. 


SUMMARY. 


1. The isolated liver cells lack entirely the power of lactic 
acid formation. These cells lack also power of consuming oxygen. 

2. The power of consuming oxygen and the degree of gly- 
colysis are affected by various dyestuffs in nearly the same manner, 
while the activity of lactic acid formation is affected a little 
differently. 

3. The lactic acid formation is greatly affected during the 
preservation of liver tissue, while the oxygen consuming power 
shows only a slight change during the same period. 

4, The rapid decrease in lactic acid forming activity during 
the preservation of liver tissue is due to a rapid decomposition of 
coenzyme for glyoxalase. 

5. Glyoxalase activity is retained by liver cells for a long 
time even in repeatedly washed isolated liver cells. 

6. The inability of lactic acid formation by isolated liver 
cells is not due to the lack of glyoxalase action, but to the lack of 
decomposition of hexose-molecule. 

I wish to express my sincere thanks to Prof. 8. Kakiuchi 
for his kind advice throughout the course of the investigation. 
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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DEN 
MECHANISMUS DER GLYKOSURIE BEIM HUNGER 
UND BEI DER UNTERERNAHRUNG. 


Von 


M. SAKAUCHI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitét zu Tokyo. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kakiuchi.) 


(Hingegangen am 16. Juni 1932) 


KINLEITUNG. 


Franz Hofmeister (1890) berichtete als der erste, dass 
beim Hunger Zuckerausscheidung stattfinde. Nach A. Magnus- 
Levy (1) hegt der Grund dafiir offenbar in einer Schadigung der 
Leber. Uber die Vagantenglykosurie von Hoppe-Sevyler (1900) 
und tber die Glykosurie bei den kachektischen Individuen, die 
ubrigens, gleich dem Hungerdiabetes von Hofmeister, bei aus- 
reichender Ernahrung schnell schwinden, sagte A. Magnus-Levy: 
“*Vielleicht ist hier durch die ungentigende Ernahrung die Glyko- 
genfixierung der Leber geschadigt.’’ In klinischer Hinsicht ist 
auch der von H. Rietschel (1908) berichtete Fall sehr bemerkens- 
wert: Sd&uglinge, deren Miitter sich als Ammen verdingten und 
Ofters sie zwei, bisweilen sogar drei Tage lang auf Teediat zu 
setzen gendtigt waren, zeigten fast immer nach den langdauernden 
Hungertagen ‘‘Laktosurie’’ bei der reichlichen Ernahrung an den 
Briisten der heimkehrenden Miitter. Die Zuckerausscheidung in 
diesem Falle wurde bisher entweder durch Leberstorung (A. 
Magnus-Levy, II) oder durch die mangelhafte Laktasewirkung 
(Freudenberg (1929)) zu erkliren versucht. Schiff, Hlias- 
berg und Mazzeo (1930) verfolgten den Verlauf der Blutzucker- 
kurve nach der Zuckerbelastung beim hungernden Hunde und 
bemerkten einen enorm hohen Gipfelwert und verspitetes Zuritick- 
kehren zum Niichternwert. Wie man in einem neueren Berichte 
von Frank und Leiser (1929) sieht, wurden die pathologisch 
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gesteigerte Hyperglykimie und zugleich auch die deutliche 
Glykosurie nach Traubenzuckerbelastung sowohl beim Hunger 
(Traugott, Staub, Malmros u.a.) als auch bei der kohlehydrat- 
freien Eiweissfettkost bzw. eiweissarmen Gemiisefettkost (Staub, 
Porges und Adlersberg, Malmros, Stenstrom, Schellong 
und Kramer, Odin, N. Kageura, E. Frank u. R. Leiser) 
immer beobachtet. Die genannte Zuckerstoffwechselstérung wurde 
von Elias und seinen Mitarbeitern (1913) durch Hungerazidose 
erklart. Ihre Annahme wurde jedoch von anderen Autoren 
(Kageura, Malmros, Porges und Adlersberg, Frank und 
Leiser) widerlegt. Neuere Forscher wie Staub, Frank und 
Leiser u.a. stimmen hinsichtlich der Genese der Hyperglykamie 
und Glykosurie bei Kohlehydratkarenz tiberein, indem sie die 
Ursache daftir in einer temporaren Inaktivitat (‘‘Eimschlumme- 
rung’’) des Inselorgans des Pankreas sehen. 

Der Verfasser dieser Abhandlung fand nun sehr haufig im 
Kindesalter die Zuckerausscheidung im Urin beim Hunger und bei 
ahnlichen Zustinden, sowie bei der chronischen Unterernihrung 
ohne Begleitung von nennenswerter Hyperglykamie. Um zu 
wissen, ob die Melliturie beim Hunger und bei der Unterernaéhrung 
der Kinder in Wirklichkeit immer von der Hyperglykamie begleitet 
werden muss, wie dies beim Erwachsenen der Fall ist, oder ob sie 
ohne solche entstehen kann, setzte der Verfasser junge Kaninchen 
in akuten Hunger und in chronische Unterernihrung und studierte 
dabei die glykémischen Reaktionen und den Sauerstoffverbrauch, 
um so einen Umriss der Assimilation des Zuckers und der Oxy- 
dationsgrésse zu ermitteln. Zugleich wurde auch die Zuckeraus- 
scheidung im Urin untersucht. 


Diz Tiere, pre MerHopik UND pig UNTERSUCHUNGS- 
ANORDNUNG. 


Tiere: Alle unten angefiihrten Untersuchungen wurden an 
Jungen Kaninchen von ea. 400-800 ¢ Anfangsgewicht vorgenommen. 
Sie wurden mit einer geniigenden Menge Unohana (iiber 200-350 @ 
pro die) und frischen Vegetabilien (100g) ernahrt. Nach einigen 
bis mehreren Wochen unter dieser Kost wurden nur solche Tiere, 


Glykosurie beim Hunger und bei der Unterernahrung. 261 


deren Gesundheit festgestellt war, ausgewahlt und zum Versuch 
verwendet. Die Versuche wurden bei den normalen, bei dem 
Hunger- und bei den chronischen Unterernihrungs-Zustanden aus- 
geftihrt und die Ergebnisse verglichen. 

Versuchsanordnung: Die jungen gesunden Kaninchen wurden 
in den drei folgenden verschiedenen Weisen in akuten Hunger- 
zustand versetzt : 

1. Die erste Gruppe bekam keine Kost. 

Die zweite Gruppe bekam 100 ¢ frische Vegetabilien. 
Die dritte Gruppe bekam 100 ¢ frische Vegetabilien und 
6 g Zucker. 
Der Zucker wurde, in 10%iger Losung und in 6 Portionen 
geteilt, je in 1-2 stiindlichen Abstinden per os ein- 


oo be 


gefihrt. 

Da aber beim absoluten Hunger trotz der Zuckerbelastung 
manchmal keine Harnentleerung erfolgte, und ab und zu un- 
erwartete abnorme Hyperelykamie infolge der Bluteindickung 
beobachtet wurde, wurde die Untersuchung hauptsachlich an der 
zweiten und dritten Gruppe durchgefiihrt. 

Bei dem Unterernahrunegsversuche bekamen die Tiere 30, 50 
und 70 ¢ Unchana neben 100 g¢ frischer Vegetabilien. 

Methodik: Bei den Untersuchungen wurden der Ntichtern- 
wert des Blutzuckers, die glykamischen Reaktionen bei der Zucker- 
belastung, die reduzierende Kraft des Harns, die Art des im Harn 
ausgeschiedenen Zuckers, der Sauerstoffverbrauch, und der Gly- 
kogengehalt der Leber bestimmt. Der Blutzucker wurde nach 
Hagedorn-Jensen (1923), die reduzierende Kraft des Harns 
nach Benedict, die Art des ausgeschiedenen Zuckers durch die 
Osazondarstellung, der Sauerstoffverbrauch durch das Kroghsche 
Spirometer, immer morgens ntichtern 30 Minuten lang, bestimmt. 
Der Glykogengehalt wurde nach der durch Moori (1922) wa. 
modifizierten Pfliigerschen Methode (1903) bestimmt. 4-6 
Stunden lang nach der Nahrungsgabe wurde der Harn gesammelt 
und sofort nach der Entleerung im Hisschrank aufbewahrt. Bei 
der Zuckerbelastung wurden zugleich 100g frische Vegetabitien 
verfiittert, um die Harnentleerung zu erleichtern, und der Harn 
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ebenfalls bis 4 Stunden nach der Belastung gesammelt. Zur Ent- 
eiweissung und Entfarbung des Harns brauchte ich 10%ige Blei- 
acetatlésung (20 cem Bleiacetatlésung fiir 80cem Harn). Bei der 
Osazondarstellung behandelte ich iiberdies den so geklarten Harn 
nochmals mit wirksamer Tierkohle (Merck) solange, bis das Filtrat 
vollstindig wasserklar wurde. 


I. Diz UNTERSUCHUNGEN DES ZUCKERSTOFFWECHSELS 
IM NORMALEN ZUSTAND. 


1. Der normale Niichternblutzucker. 


Der normale Niichternblutzucker wurde an 64 jungen Tieren 
bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 


TABELLE I. 
Der Niichternblutzucker der jungen Kaninchen (g¢-%). 


0.100 | 0.101 | 0.099 | 0.091 | 0.097 | 0.102 | 0.100 | 0.103 
0.106 | 0.108 | 0.100 | 0.102 | 0.096 | 0.111 | 0.098 | 0.111 
0.100 | 0.108 | 0.096 | 0.106 | 0.108 | 0108 | 0.109 | 0.110 
0.101 | 0.091 | 0.090 | 0.108 | 0.103 | 0.109 | 0.106 | 0.100 
0.098 | 0.104 | 0.103 | 0,094 | 0.108 | 0.095 | 0.091 | 0.086 
0.093 | 0.102 | 0.098 | 0.095 | 0.099 | 0.107 | 0.105 | 0.109 
0.102 | 0.101 | 0.108 | 0.097 | 0.107 | 0.119 | 0118 | 0.108 
0.105 | 0.104 | 0110 | 0113 | 0.092 | 0.093 | 0108 | oa11 


Wie die Tabelle zeigt, liegt der minimale und maximale Wert 
bei 0.086 g%, resp. bei 0.1192%. Der Durehschnittswert kann als 
0.103 g% angenommen werden. Der Wert unter 0.08 ¢% kann also: 
als Hypoglykamie, der tiber 0.12 ¢% als Hyperglykiimie betrachtet 
werden. M. Hasegawa (1931) gab auch ganz ihnliche Zahlen 
an. 


2. Dre Reduktionskraft und Osazonbildung des 


normalen Harns. 


Wie die Tabelle II zeigt, zeigte der Harn der jungen Kaninchen 
im normalen Zustand keine Benedictsche Reaktion, wihrend sich 


immer Glukosazon darstellen liess. Die Rekuktionskraft lag un- 
gefiihr zwischen 0.07-0.12%. | 
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TABELLE IT. 
Der Harn im normalen Zustand: Die Reduktionskraft, Benedictsche 
Reaktion und Osazonprobe. 


Menge des bis 


Nr. Abend entleerten Reduktion Benedict Glukosazon 
Harns ; 
cem % | 

44 62 0.09 = ot 
46 48 0.09 | = ae 
47 38 | 0.08 — aS 
48 ffl 0.07 | = ae 
49 58 0.08 ae 3 
50 33 0.08 “= 46 
52 | 74 0.08 - + 
59 57 0.12 = IP 
60 ‘ 58 0.11 — aF 
61 67 0.10 = = 

2 42 0.10 = ap 
66 60 0.10 — + 
67 47 0.07 = ae 


3. Die Belastungsversuche mit den verschiedenen Zuckern 
beim normalen jungen Kaninchen. 


Zur Belastung wurde 1g Glukose oder Lavulose oder 0.5 g 
Galaktose, als 10%ige Wasserlosung per os, ohne Riicksicht auf 
das Korpergewicht des Versuchstieres dargereicht. Der Blutzucker 
wurde nichtern unmittelbar vor der Zuckergabe und dann in halb- 
bis einstiindlichen Abstiénden meist 4 Stunden hindurch bestimmt. 
Die Ergebnisse werden in den 3 folgenden Tabellen angegeben. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, liegt die Hohe der alimen- 
tiren Hyperglykimie bei der Glukosebelastung meist unter 
0.15 2%. Der Gipfelpunkt wurde meist 4% Stunde nach der Bela- 
stung erreicht, in einigen Fallen aber erst nach 1 Stunde. Nach 
zwei Stunden kehrte der Blutzuckerwert meist wieder zum Anfangs- 
wert zuriick. Die posthyperglykamische Hypoglykamie wurde 
meist nach 3 Stunden beobachtet, aber der Grad derselben war sehr 
geringfiigig. Im Urin wurde niemals die positive Benedictsche 
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Reduktionsprobe festgestellt, und dementsprechend zeigte die 
Reduktionskraft des Harns keine Zunahme. 

Der Gipfelwert der normalen Livulosekurve, der auch 14-1 
Stunde nach der Belastung erreicht wurde, stieg niemals iiber 
0.13¢% an. Die Benedictschen und Seliwanoffschen Re- 
aktionen waren immer negativ. Auch wurde eine ganz normale 
Reduktionskraft ermittelt. Ganz ahnlichen Verlauf zeigte auch 
die Galaktosekurve. Der Gipfelwert der normalen Galaktosekurve, 
der ebenfalls 14-1 Stunde nach der Belastung erreicht wurde, stieg 
fast niemals tiber 0.13 g% an. Im Harn war nach der Galaktose- 
belastung immer teils Galaktosazon, teils Glukosazon nachzuweisen. 
In den meisten Fallen wurde auch eine leichte Vermehrung der 
Reduktionskraft (meist 0.10-0.14%) gefunden, und die Benediet- 
sche Reaktion war auch haufig positiv. Die Galaktoseausscheidung 
endete meistens 4 Stunden nach der Verabreichung. 


4. Der Sauerstoffverbrauch des normalen jungen 
Kaninchens. 
Der normale Sauerstoffverbrauch ist in Tabelle VI angegeben. 
Er liegt zwischen 400-670 cem. 


TABELLE VI. 
Der O2-Verbrauch des jungen, gesunden Kaninchens. 


frische 


Korper- Oz-Ver- 


| 

Nr. Unohana Vegetabilien gewicht brauch Datum 
ae ing | in g in cem 

41 150-200 100 840 400 9/V 1931 
44. / 200-300 | 5 965 410 22/.,, 
42 | 200-300 | ip 920 430 Piylf 
43 | 250-300 | < | 1000 400 PY, sy 
46 300-350 “ | 1425 670 6/VIL 
50 | 250-350 AS | 1540 490 297 55 
48 | 300-350 i 1515 420 BUY! ee 
47 300-400 x, 1590 570 2/VIIL 
52 | 200-250 > | 955 500 Diaers 
50 eee] 50=200 . | 1000 460 Bil’ 8 
61 180-200 x | 930 550 . 
62 | 850-400 os 955 500 - 
66 | 250 0 885 400 ny 
67 250-300 a 1135 470 22/1XK 
79 | 300-350 * 1040 500 4/X1 
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5. Der Glykogengehalt der Leber des jungen, gesunden 
Kaninchens. 

Der Glykogengehalt von drei normalen, jungen Kaninchen ist 
in Tabelle VII angegeben. Trotz der geringen Zahl der Bestim- 
mungen kann man daraus ein ungefahr richtiges Bild gewinnen, 
nimlich, dass der Glykogengehalt der Leber eine ziemlich grosse 
Schwankung aufweist und doch immer innerhalb eines sachge- 
massen Bereiches liegt. 


TABELLE VII. 
Der Glykogengehalt der Leber des gesunden, jungen Kaninchens. 


»~ >» t Xo a 

3 3 os = * 2 als zu : : 2 4 HS 
a q = S aa) HO gq ‘Ss Od gd 
¢ | oa, 2 | soe) sou) ee] got} es) o* | wee 
Z| Sh) oa | eee) sae | as wec ee & Ma | Mew 
Shae Parca GS ere renee bale were Ssh), ares els Si 
5 =) © a § a ae rs) | re Cen 
N > 10 & 70 8 Os ex © m4 

4 M3 ER | O 4 
50 120 | 250-350 100 515 | 1575 | 0.102 490 31.9 4.04 
70 29 | 150-190 100 630 775 | 0.098 400 22.0 2.14 
80 15 | 265-365 100 535 980 | 0.108 29.4 1.47 


II. Diz UNTERSUCHUNGEN DES ZUCKERSTOFFWECHSELS 
BEIM AKUTEN HUNGER DES JUNGEN KANINCHENS. 


1. Der Niichternwert des Bluteuckers beim 
akuten Hunger. 


Der Nichternwert des Blutzuckers wurde im allgemeinen im 
Laufe der ersten zwei Hungertage leicht erniedrigt und blieb dann 
meist auf der fast gleichen Hohe bis kurz vor dem Tode, wo 
plotzlich und ausnahmslos hochgradige Hypoglykaémie eintrat. 
In diesem terminalen Stadium wurden haufig hypoglykamische 
Krampfe beobachtet, und das Tier starb trotz intravendser Ein- 
verleibung der Glukose meist innerhalb einiger Stunden. 


2. Die Korpergewichtsabnahme beim akuten Hunger. 


Beim akuten Hungerzustand gingen alle Tiere innerhalb zwei 
Wochen (6-12 Tagen) zugrunde. Der Gewichtsverlust betrug 
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Abb. 1-5. Die Kurven des Niichternblutzuckers und des 


Korpergewichtes beim akuten Hunger. 
Zeichenerklarung zu den Kurven: 
Blutzuckerkurver. se ee Korpergewichtskurve. 
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dabei 18.7-35.6% des Anfangswichtes. Im Laufe der ersten 2-3 
Hungertage trat eine gewisse Gewichtsabnahme auf, und dann blieb 
das Gewicht meist auf etwa gleicher Hohe; kurz vor dem Tode 
wurde aber immer ein plotzlicher, erheblicher Gewichtssturz beo- 
bachtet. Der Gang der Veranderung ahnelte ganz dem Gang der 
Veranderung des Blutzuckers, und seine Kurve zeigte daher einen 
ganz ahnlichen Verlauf. (siche Abb. 1-5). 


3. Der Sauerstoffverbrauch beim akuten Hunger. 


Der Sauerstoffverbrauch nahm beim Hunger allmahlich ab. 
Bei einem Falle (Nr. 67, Fall eines absoluten Hungers), wo der 
Sauerstoffverbrauch taglich bestimmt wurde, zeigte er am 3. 
Hungertag ca. 36.2%ige Abnahme des Anfangsvolums und blieb 
dann auf fast derselben Hohe. (Abb. 6). Alle anderen Tiere, bei 
welchen der Sauerstoffverbrauch kurz vor dem Tode bestimmt 
wurde, zeigten ein ansehnliches Sinken des Sauerstoffverbrauches. 


TABELLE IX. 
Der Sauerstoffverbrauch des jungen Kaninchens beim akuten Hunger. 


Gesunde Periode Hungerperiode 
O2-Ver- Hungertag, O.-Ver- 
brauch pro an welchem | brauch pro ‘1aat 
Nr.| Datum |30 Minuten,| Datum | die Bestim- | 30 Minuten, eyes 
(pro die) 
ecm mung ecm 
(niichtern ) erfolgte (niichtern) 
41} 9/V 1931 400 52/V 1931 6 300 6 g Zucker 
+100 ¢ 
Vegetabilien 
42, | 23/ ,, 400 29/,, 7 280 aA 
43 - 430 OU oy 5 270 100 g Vege- 
» tabilien 
Ad} 22], 410 OBI, Uf 150 s 
46 | 6/VII 670 8/VIL 3 450 55 
AT 2/V Tit 570 9/VIIL 8 330 es 
48 | 31/VII 420 ss 8 250 5 
52 | 5/VIII 500 3 5 330 99 
66 | 31/VIII 400 13/IX 6 170 +5 
TAD EXE 400 18/X 12 140 a3 
72 » 600 15/ ,, 9 250 » 
73 .. 520 . 9 200 5 
74. . 500 5 9 300 3 
75 3 420 a 9 180 3 
67 | 22/TX 470 28/IX 7 280 absolutes 
Fasten 
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Abb. 6. 
Kurve des Sauerstoffverbrauches beim 
akuten Hunger (Nr. 67) 


500 
4007— 
s 
300 
eeu cies Gy Ye Taner 


Der Grad des Sinkens blieb jedoch im Vergleich mit dem im letzten 
Stadium der chronischen Unterernahrung bestimmten weit 
geringer, wie sich spater zeigte (s.u.). Am Ende des Hungers 
wurde etwa 50-70%ige Abnahme des Anfangsvolums festgestellt. 


4. Die glykiimischen Reaktionen des jungen Kaninchens 
berm akuten Hunger. 


Die jungen Tiere zeigten beim akuten Hunger in ihren Blut- 
zuckerkurven bei der Belastung mit Glukose, Fruktose oder 
Galaktose wider Erwarten anscheinend kein Bild einer deutlichen 
Assimilationsstérung. Speziell die Hohe der Glukosekurve war 
niedriger als die der normalen. Der.im Laufe einer Woche taglich 
durchgefiihrte Glukoseversuch machte anschaulich, dass die 
sogenannte Hungerhyperglykamie merkwiirdiger Weise bei jungen, 
akut hungernden Kaninchen ausblieb. Wie kann man diese eigéen- 
tiimliche Tatsache erkliren? Als Faktoren, welche den Grad der 
alimentéren Hyperglykiimie modifizieren, kénnen folgende vier 
Punkte aufgezihit werden: ; 


1. Die Resorptionsgeschwindigkeit des Zuckers durch die 
Darmwinde, | 


2. die Glykogenbildungskraft in der Leber und in den 
anderen Geweben, 


Glykosurie beim Hunger und bei der Unterernahrung. 275 


3. der Grad der Oxydation des Zuckers im Gewebe, 
4. die etwaige Durchlassigkeit der Nieren fiir den Zucker. 


Dass der Grad der Oxydation im Gewebe beim akuten Hunger 
erniedrigt war, kann man aus der Abnahme des Sauerstoffver- 
brauchs des Tieres schliessen, wie dies oben unter 3 angegeben ist. 
Dass die Assimilation des Zuckers auch gestért war, ist in der 
Glykamiekurve nach der intravendsen Injektion der Dextrose 
bewiesen. Nach der Glukoseinjektion war nanelich der Blutzucker- 
gehalt starker gesteigert, und seine Riickkehr zum Normalwert viel 
langer verzogert als beim Normaltier, wie man dies aus Abb. 7 


Abb. 7. 
0.23 Nr. 76. (Fall eines akuten Hungers). 
Blutzuckerkurve b. intrav. Dextroseinjektion. 


0.21 (5cem 10%iger Wasserlosung) 


0.19 Zeichenerklarung zu den Kurven: 


Normale Kurve. 
Viel ae ees x 3. Tages-Kurve. 
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ersehen kann. Dass die Hohe der alimentiiren Hyperglykamie 
bei peroraler Dextrosegabe trotz der gestérten Assimilation und 
der gestérten Oxydation niedriger als normal gefunden wurde, 
liegt wahrscheinlich darin, dass die Resorptionskraft des Darmes 
bei solchen Tieren stark beeintrachtigt war. (Siehe auch unten.) 
Die gesteigerte Durchlassigkeit der Nieren hat wohl dabei mit- 
gespielt, weil der Zucker schon bei der normalen Blutzuckerhohe 
im Harn ausgeschieden zu werden begann. Das Ausbleiben der 
sogenannten Hungerhyperelykimie bei jungen, hungernden Kanin- 
chen kann man somit durch die schlechte Zuckerresorption der 
Darmwande und dazu noch durch die abnorme Durchlassigkeit der 
Nieren ftir die Monosaccharide erklaren. (Tabelle X-XIV). 

Um zu zeigen, dass die Resorption der Darmwande im fort- 
geschrittenen akuten Hunger stark beeintrachtigt ist, hat der 
Verfasser die gesamten reduzierenden Substanzen des ganzen Ver- 
dauungskanals bestimmt. Vier Stunden nach einer peroralen 
Traubenzuckergabe (10cem einer 10%igen Loésung) wurde das 
Versuchstier abgetotet, und der ganze Verdauungskanal, d. h. vom 
Oesophagus bis zum Mastdarm, wurde méglichst sehnell abpra- 
pariert; die Oberfliche des Verdauungskanals wurde mit destill. 
Wasser gewaschen, der ganze Inhalt des Verdauungskanals dann 
in ein grosses Gefass entleert, auf 500-1000 cem mit Wasser ver- 
dunnt und abfiltriert. Die reduzierende Kraft des Filtrates wurde 
sodann nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 


Die gesamten, reduzierenden Substanzen des ganzen Inhaltes 
des Verdauungskanals waren: 


) 
Korpergewicht 
wus Reduzierende 
Nt ae Anmerkungen Substanz 
am am ing 
Anfang| Ende 
84 1475 gesund. 0.00 
: 3 
6. Tag des akuten Hungers 
3 g 
8 1130 1000 (Kost: 100 g Vegetab. pro die). 0.16 


279 


Glykosurie beim Hunger und bei der Unterernaéhrung. 


“Ulep 
-eN Jloessois 
-[9}41u ~sunup is “ 
SLOWLY O1BIpeY | 750 += ata 8é 8010 | 680°0 | 860°0 | 8IT‘0 | $3T'0 | SOT‘O & 
u[epeN : 
Toul, y sunup ‘ qejes 
“oUV oLBIPVY | FTO a5 a5 oo TL0°0 | ¥60°0 | 83T°0 | O&T'0 | 960°0 | $20°0 & 2A 3 00T 
U[epeN 
TUL y sunup “ 
“touy otBIpey | z'0 = a 66 680'0 | 440°0 | $80°0 | S80°0 | 280°0 | ¥80"0 ns & 
u[epeN 
aJOUptoesue P 
IBIpel osuvqT] ¢6T'O + ap T9 | TOTO | €60'0 | TOT’ | 28T°0 | SET‘ | ZOT‘O 9 
Ul[ePCN "qB408-0 A. 
a}ouptoasue 8 00T 49 
IBIPCL aSUL] -To[dnZ oz ; 
pun oyerd) O10 ts + | Sh | 960°0 | TOTO | €60°0 | S60"0 | L0T‘0 | 680'0 |-yrtdg rm] sg q¥4089A 
so ded *sSsrT 8 00T+ 
% ulao %S |%KOTSIV BL ToyOnZ BT 
A Wea a ORE Yorp 48 aos) “48 48 48 | W104 
ew) -yNnpoy | -BaAIpeg |-oueg esuelt 17 US RS Oe es See | Se | ea de 30} 8ey, 
ee -1esunyy] od 4so=y 
ULV] oYostaz IO UOTZYVOA OYOsIUBYs[S ory 


vP 


&P 


iy 


‘IOSUNFT WonYyV Wed asAmmyasornaery oy 
‘TX WIIaav yy, 


1 


M. Sakauch 


280 


4 F360 ote t8 GL0'0 | ¥80°0 | £L0°0 | ¥60°0 | LET°0 | S60°0 4 L “qejas 
; “OA 300T) 
< FE0 sie ty v9 460°0 | 680°0 | 660°0 | O&T'0 | FFT‘ | SIT‘0 cs L = &v 
“Qos | 
A 3 00T 
ore, suz 
UOZE SOP TELE OOO Cr ty) Se SOTO | FOTO | 860°0 | TTL0 | 0€T°0 | GOT‘O | 2314dg 41mm v "qeza5a A 
so tod ‘Ssry S00I+| Th 
% Lay) % 2 KOT Se 3G°0 | layonz 39 
Worn yorp 48 4S 48 48 Gis) | Cees 
yOeEO. -ynpey | -oueg eeuelN yuUl|eul gui tu} g-a |-yonu OSTOM 3v4 BRL “IN, 
-ssunysvjeg | -1esuny, | oad 4soyy 


ULV, OOSTAZ IO 


UOTZYVoY OYostuByA[S oq 


‘IOSUN, WoINYe Wied sammyasoyye[ey oi 
‘TIX WTIaEVY, 


Glykosurie beim Hunger und bei der Unterernahrung. 281 


5. Die Zuckerausscherdung wm Urin bei Belastung 
mit Zucker beim akuten Hunger. 


Die Glykosurie, welche beim Hunger beobachtet wurde, wurde 
schlechthin Hungerglykosurie oder Hungerdiabetes (Franz Hof- 
meister) oder Kohlehydratmangelglykosurie [G. Fanconi 
(1931)] genannt. Sie war immer alimentir bedingt und tem- 
porarer Natur. Im Laufe des 3—7. Versuchstages mit der zucker- 
beschrankten Kost trat bei der Dextrosebelastung hiufig Glykosurie 
ein. Die Reduktionskraft des Harns war aber dabei nur leicht 
erhoht (0.10-0.26%). Vor und nach diesem Termin war die Gly- 
kosurie weit schwacher oder blieb sogar ganz aus. Bei der Fruk- 
tose- oder Galaktosebelastung trat auch sehr leicht Melliturie ein. 
Im ersteren Falle wurde eine leichte Zunahme der Reduktionskraft 
des Harns (0.10-0.24%), und oft die positive Seliwanoffsche 
Reaktion nachgewiesen. Im letzteren Falle nahm die Reduktions- 
kraft des Harns noch starker zu (0.24—0.60%) und die Darstellung 
des Galaktosazons gelang immer typisch (Tabellen X—XIT). Wenn 
das Tier in einem gewissen Stadium des Hungers wieder geniigend 
gefiittert wurde, so verschwand die Melhturie nach mehreren Tagen. 


6. Der Glykogengehalt der Leber im Endstadium des 
akuten Hungers. 

Beim Hintritt der Krampfe oder einer betrachtlichen Hypo- 
glykamie oder hochgradiger Schwache wurde das Tier abgetotet, 
und der Glykogengehalt der Leber wurde sofort bestimmt. In 
einigen Fallen wurde die Bestimmung des Glykogengehaltes auch 
direkt nach dem erfolgten Hungertode des Tieres ausgefiihrt. 
Wie die Tabelle XIV zeigt, war er bei der bedrohlichen Hypo- 
glykiimie fast Null (Nr. 66, 67, 72) oder jedenfalls unter 0.3% 
(Nr. 47, 48, 73, 74, 75). Diese Ergebnisse stimmen ganz genau 
mit den Angaben der bisherigen Forscher tiberein (Tabelle XIII). 


7. Zusammenfassung. 


Am 3.-7. Hungertag wurde eine leichte alimentaire Glykosurie 
‘ nachgewiesen, welche voriibergehender Natur war. Bis zum 3. 
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TABELLE XIII. 


Autoren dan fo nese. | ae oe | Versuchstiere. 
mung erfolgte. 

Aldehoff 6 0.8 | Kaninehen 
Pink 5 | ” 
Otto 4 ” 
BE. Kilz 6 0.3-0.9 | zs 
EH. Kiilz 7 0 ” 
Ishimori (1913) 5 0 oa 
K. Nakatani 4 0.28-0.32 5 

(1929) ea. 1500 g schwer. 
Y. Nishida (1925) Hungertod 0 | Kaninchen 
S. Matsumoto 48 | Abnahme bis 

Stunden zur Halfte junges Kaninchen 
| 


Hungertag trat fast noch keine Glykosurie ein, und auch im 
Endstadium des Hungers blieb die Glykosurie schliesslich aus. 
Wenn das Tier, welches an Hungereglykosurie litt, gentigend 
gefiittert wurde, so verschwand die Glykosurie nach einigen Tagen 
spurlos. Bei der Inanition fand man eine deutliche Abnahme des 
Sauerstoffverbrauchs und des Leberglykogens. Der Niichternwert 
des Blutzuckers blieb wahrend fast der ganzen Periode innerhalb 
der physiologischen Grenzen, doch die hochgradige Hypoglykamie 
kam kurz vor dem Tode vor. Der Gipfelwert der Glykimiekurve 
bei der Belastung mit Liavulose oder Galaktose war fast gleich wie 
beim normalen Tier, aber trotzdem wurde die Reduktionskraft des 
Harns immer leicht vermehrt. Durch die Osazondarstellung sowie 
durch die Seliwanoffsche Reaktion liess es sich beweisen, dass 
die Zunahme der Reduktionskraft des Harns von der Ausscheidung 
des zugefiihrten Zuckers herriihrte. Das Bild der Glykimiekurve 
bei der Belastung mit Glukose zeigte auch anscheinend keine 
Abweichung von dem des normalen Tiers, hdchstens war der 
Gipfelwert etwas niedriger als der des normalen Zustandes. In 
meinen Versuchen wurde also keine sogenannte Hungerhyper- 
glykamie wahrgenommen. Die Zuckerausscheidung bei der Glu- 
kosegabe beim akuten Hunger konnte demnach nicht durch Hyper- 
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TABELLE XY. 
Die Hypoglykiimie und die Glykogenabnahme der Leber bei akuten Erkran- 
kungen der Tiere, bei welchen sie keine oder nur sehr 
wenige Nahrung zu sich nahmen. 


Nr. ae a amie, Oe nee ee Bemerkungen 
55 0.053 0.29 | 11.93 nach der Abtétung 
sofort bestimmt. 
56 0.074 0.26 iPr ” 
57 0.052 0.48 22.3 ” 
58 0.071 0.20 15.5 x 
64 0.045 0.06 | 9 . 
60 0.033 0.22 13.3 ” 
65 *0.068 0.05 13 » 


* Blutzuckerwert, der am Tag vorher bestimmt wurde. 


elykamie erklart werden. Die Glukosevermehrung im Harn bei 
der physiologischen oder noch darunter liegenden Hohe der Hyper- 
elykamie durch Glukosegabe, sowie die deutliche Ausscheidung von 
Lavulose oder Galaktose trotz der fast. normalen Hohe der Gly- 
kamiekurve bei Belastung mit dem entsprechenden Zucker liessen 
mich auf die Herabsetzung der Nierenschwelle schliessen, und der 
Mechanismus der Zuckerausscheidung beim akuten Hunger konnte 
wesentlich durch die herabgesetzte Nierenschwelle fiir den Zucker 
erklart werden. Dass die Assimilationsstérung zwar bei peroraler 
Dextrosefiitterung im Blutzuckerbild nicht deutlich nachweisbar 
war, und doch durch die intravenése Injektion der Dextrose deut- 
lich bewiesen wurde, spricht fiir die schlechte Resorption der 
Darmwande fiir den genannten Zucker, die auch direkt nach- 
gewiesen wurde. Den Grund des Ausbleibens der Hungerhyper- 
glykamie bei der Glykosegabe kann man also in der schlechten 
Resorption der Darmwande und dazu noch in der abnormen Durch- 
lassigkeit der Nieren erblicken. Im Endstadium des Hungers 
wurde die Resorptionskraft der Darmwinde so gestért, dass die 
alimentare Hyperglykimie und die Melliturie trotz der Zucker- 
belastung, ausblieben. 
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Tif. Dre UntersucHune pes ZUCKERSTOFFWECHSELS DES 
JUNGEN KANINCHENS BEI DER CHRONISCHEN 
UNTERERNAHRUNG. 


1. Die Versuchsanordnung. 


Bei einer Kost von 30g Unohana und 100g Vegetabilien trat 
ein ganz ahnliches Verhalten wie beim akuten Hunger ein, wihrend 
bei einer Kost von 100g Unohana und 100g Vegetabilien der 
gleichartige Schaden durch die Unterernahrung erst nach zu langer 
Zeitfrist entstand. In den folgenden Versuchen habe ich darum 
den Verlauf des Storungsvorganges gemassigt, indem ich fiir die 
Kost 50 g oder 70 g Unohana und 100 ¢ Vegetabilien wahlte. 


2. Der Niichternblutzucker des jungen Kaninchens ber 
chronischer Unterernihrung. 


Der Nuchternwert des Blutzuckers blieb bei der chronischen 
Unterernahrung, mit Ausnahme der letzten wenigen Tage, 
annahernd innerhalb der physiologischen Grenze, obwohl im Gange 
des totalen Verlaufes von etwa zwei Monaten hochstens einige Male 
leichte Hypoglykimie (meist zwischen 0.07 und 0.082%) beo- 
bachtet wurde. Die Neigung zu Hypoglykamie wurde jedoch in 
den letzten Tagen der chronischen Unterernahrung haufiger beo- 
bachtet, und war kurz vor dem Tode ausnahmslos stark ausgepragt. 
In einem Falle, wo im letzten Stadium mit einem Blutzuckerwert 
von 0.033 2% der Glykogengehalt der Leber untersucht wurde, 
wurde der letztere als 0.08% gefunden. 


3. Die Kérpergewichtsabnahme bet der chronischen 
Unterernahrung. 


Das Korpergewicht fiel bei der chronischen Unterernahrung 
ganz allmahlich ab, dabei fand man im Verlauf gewisse Ver- 
schiedenheiten je nach der Versuchsanordnung. Bei der ersten 
Gruppe, bei der das Tier vor der eigentlichen Versuchszeit 100 ¢ 
Unohana und 100g Vegetabilien erhielt und wahrend der eigent- 
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lichen Untersuchungsperiode 70 g Unohana und 100g Vegetabilien 
bekam, fiel das Gewicht des Tiers entweder anfangs ganz leicht 
ab und blieb dann ziemlich lange Zeit auf fast gleicher Hohe, um in 
den letzten wenigen Tagen wieder ganz allmihlich, doch stetig 
abzufallen (Nr. 5, 7, 15), oder das Gewicht blieb in den ersten 
Stadien auf ungefahr gleicher Héhe,—hier wurde sogar ele leichte 
Zunahme wegen der schlechten Diurese beobachtet,—wahrend es 
in der letzten Halfte der Versuchszeit langsam und stetig, wie in 
anderen Fallen, abzufallen begann (Nr. 11, 18). Bei der zweiten 
Gruppe, bei der das Tier vor der Versuchsperiode eine etwas 
grossere Menge Nahrung (120-250g¢ Unohana und 100g Vege- 
tabilien) erhielt und beim Versuch 70g Unohana und 100g Vege- 
tabilien bekam, trat langsame und fortlaufende Gewichtsabnahme 
immer ein (Nr. 21, 26, 28, 29). Bei der dritten Gruppe, bei der 
vor der Versuchsperiode ausreichende Fiitterung (meist mit 200— 
400 g Unohana und 100 g Vegetabilien) erfolete und beim Versuch 
die Fuitterung auf 50 g Unohana und 100 g Vegetabilien beschrankt 
wurde, ahnelte die Gewichtskurve ganz der der zweiten Gruppe 
(Nr. 37, 38, 39, 40). Im allgemeinen starben die Tiere, wenn sie 
ca. 30-40 %ihres urspriinglichen Gewichtes eingebiisst hatten; doch 
traten hier ziemlich erhebliche individuelle Schwankungen (14.7— 
48%) ein. Dieses Resultat entspricht ganz genau dem Berichte 
von Chossat (1843). Das Leben der meisten Tiere dauerte 
ungefahr 2 Monate; die Lebenslinge schwankten jedoch zwischen 
28-124 Tagen (siehe Abb. 8-14 sowie Tabellen XVI-XVII). 


Nr. 7. Gewichtskurve bei d. chron. Nr. 15. Gewichtskurve bei d. chron. 
Unterernahr, Unterernihr. 


1 
1100 ely 


1000 aoe Schlechto Diurose! 
4 900 
900 ney 
800 
800 
700 
a a 600 Ap Re \ 
51 Tage 61 Tage 


10 Tage 10 Tage 


Abb. 8. Abb. 9. 
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Abb. 10. 
Nr. 18. Gewichtskurve bei d. chron. Unterernahrung. 
1.000: 
900 we 
800 : 
700 ~Schlechte Diurese oJ \ es 
Ny ae 
600 ! es | nS Se ee 
121 Tage 
10 Tage 
Abb. 11. 
Nr. 21. Gewichtskurve bei d. chron. Unterernahrung. 
1200 
1100 
1000 
900 
800 
700 
600 


2 81 Tage 
eared 


10 Tage 


Abb. 12. 


Nr. 28. Gewichtskurve bei d. chron. Unterernahrung. 


10 Tage 
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Abb. 13. 
Nr. 39. Gewichtskurve bei d. chron. Unterernaihrung. 
(50 g Unohana+100 g Vegetabilien p. die) 
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Abb. 14. 


Nr. 40. Gewichtskurve bei d. chron. Unterernahrung. 
(50 g Unohana+100 g Vegetabilien p. die) 
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4. Die Abnahme des Sauerstoffverbrauches bei der 
chronischen Unterernihrung. 


TABELLE XVIII. 
Der Sauerstoffverbrauch bei der chronischen Unterernihrung. 


Ba dea seas Derselbe am| Derselbe am| Derselbe am| Derselbe am 

Nr Piensalen 8. Versuchs- }15. Versuchs-|22. Versuchs-|31. Versuchs- 
Peeentid: tag. tag. tag. tag. 
eem eem ecm ecm 

ecm 

af 400 380 200 220 170 
38 460 370 270 260 150 
39 500 480 270 240 260 
40 500 470 330 280 180 
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Der Sauerstoffverbrauch des Tieres bei der chronischen Unter- 
ernahrung, wie die Tabelle XVIII zeigt, liess in der 2.4. Woche 
eine ca. 50-70%ige Abnahme des urspriinglichen Wertes beo- 
bachten. Im weiteren Verlauf der Unterernahrung wurde diese 
Verminderung noch ausgepragter (70-80%ige Abnahme des 
ursprunglichen Wertes: 100-140 cem pro 1% Stunde), oder man 
konnte sogar manchmal den Sauerstoffverbrauch durch das Krogh- 
sche Spirometer nicht mehr bestimmten, und der Wert blieb auch 
nach Nahrungsgabe héchstens auf 100-170 cem. 


5. Die glykdmischen Reaktionen bei der chronischen 
Unterernihrung. 


Das Bild der alimentiren Glykaémiekurve bei der chronischen 
Unternahrung wird in der Tabelle XIX veranschaulicht. Ent- 
weder trat eine deutliche Hyperglykamie mit hohem absolutem 
Blutzuckerwert, oder eine absolut nicht so hohe, doch gegen den stark 
hypoglykimischen Niichtenwert relativ ausgesprochene Hyper- 
glykamie ein. Ich werde diese in der nachfolgenden Beschreibung 
als ‘‘absoluten hyperglykamischen Wert’’ 
elykamiengrad’’ bezeichnen. Dass diese Hyperglykamien von 
einer Storung der Assimilation des Zuckers begleitet waren, konnte 
ich durch Zuckerbelastungsversuche bestitigen, deren Resultate in 
den Tabellen XX—XXXIIT und in Abb. 15-28 angegeben werden. 
Die Assimilationsstorung bei der Glukosegabe begann auf der Blut- 
zuckerkurve erst von der 3.-5. Woche der Unterernahrung ab 
deutlich zu werden. und erreichte in der 6.-7. Woche ihren héchsten 
Punkt. Dann wurde sie wieder weniger ausgepragt, bis dann kurz 
vor dem Tode, gleich wie bei dem akuten Hunger, wegen der 
gelahmten Resorption der Darmwinde fiir den Zucker, tiberhaupt 
keine alimentiire Hyperglykamie eintrat. Bei der Lavulose- oder 
Galaktosebelastung wurden auch in der 3—7. Woche der Unterernah- 
rung pathologisch erhdhte alimentére Hyperglykamie, verspatetes 
Zurtickkehren des Blutzuckers zum Niichternwert und deutliche 
Ausscheidung des zugefiihrten Zuckers im Harn bestatigt. Die 
ausgesprochen pathologische, relative oder absolute alimentaire 
Hyperglykimie, resp. das enorm verspatete Zurtickkehren zum 
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Abb. 15. 
Nr. 37. (ca. 2. Woche) 


0.08 


0.06 
i 2 
8. Tag-Glukose-Kurve (————) 
10. Tag.-Galaktose-Kurve (— ——) 
12. Tag-Laevulose-Kurve (- - -- -- - ) 
Abb. 17. 


Nr. 37. (ca. 6. Woche) 


33. Tag-Glukose-Kurve (————) 
40. Tag-Laevulose-Kurve (- ------ ) 
41. Tag-Galaktose-Kurve (—— —) 


Abb. 16. 
Nr. 37. (ca. 4. Woche) 


24, Tag-Glukose-Kurve (————) 

26. Tag-Galaktose-Kurve (—-— —) 

27. Tag-Laevulose-Kurve (- - - - - - - ) 
Abb. 18. 


Nr. 37. (ea. 10. Woche) 


1 2 3 4 
66. Tag-Laevulose-Kurve (- - - - - - - ) 
68. Tag-Galaktose-Kurve (— ——) 
69. Tag-Glukose-Kurve (————) 
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Abb. 20. 
Nr. 38. (ca. 4. Woche) 


Abb. 19. 
Nr. 38. (¢. 2. Woche) 


Bear 
ly = 


1 2 3 4 
12. Tag-Laevulose-Kurve (- - - - - - - ) 26. Tag-Laevulose-Kurve (-- - - -- - ) 
13. Tag-Galaktose-Kurve (— — —) 27. Tag-Galaktose-Kurve (— ——) 
15. Tag-Glukose-Kurve (—__—) 29. Tag-Glukose-Kurve (————) 
Abb. 21. 


Nr. 38. (ca. 7. Woche) 


Abb. 22. 
Nr. 39. (ca. 2. Woche) 


47. Tag-Laevulose-Kurve (- - - - - - - ) 12. Tag-Laevulose-Kurve (- - - - - - - ) 
48, Tag-Galaktose-Kurve (———) 13, Tag-Galaktose-Kurve (———) 
50, Tag-Glukose-Kurve (——_—) 14, Tag-Glukose-Kurve (————) 
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Abb. 24. 
Nr. 39. (ea. 7. Woche) 
Abb. 238. 0.18 
Nr 39. (ca. 4. Woche) 

0.16 
0.14 0.14 

pie 0.12 ii 2 

! ae 


| | 
/) ees 


0.10 +7 , 
i} 
! 
I 
0.03 + 
} 
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0.06 : 2 SSS a SS eee) 
1 9 8 4 0.06 i 9 5 A 
24, Tag-Glukose-Kurve (————) 47, Tag-Laevulose-Kurve (- - -- --- ) 
27. Tag-Galaktose-Kurve (— — —) 50. Tag-Glukose-Kurve (————) 
33. Tag-Laevulose-Kurve (- - - - - - - ) 
Abb. 25. 
Nr. 39. (ca. 10. Woche) 
ie Abb. 26. 


Nr. 40. (ea. 2. Woche) 
0.12 


0.10 


0.08 


0.04 (Le Sees 
a 2 3 a 

66. Tag-Laevulose-Kurve (- -- ---- ) 8. Tag-Glukose-Kurve (————) 

68. Tag-Galaktose-Kurve (— — —) 10. Tag-Laevulose-Kurve (------- ) 


69. Tag-Glukose-Kurve (————) 12. Tag-Galaktose-Kurve (———) 
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Abb. 28. 
Nr. 40. (ea. 7. Woche) 


0,24 


Abb. 27. 0.20 
Nr. 40. (ea. 4. Woche) 


0.18 


016 


0.14 


0.12 


0.08 


0.06 


0.04 
24. Tag-Glukose-Kurve (————) 50. Tag-Glukose-Kurve (————) 
26. Tag-Laevulose-Kurve (- - - - - - - ) 52. Tag-Laevulose-Kurve (- - ---- - } 
27. Tag-Galaktose-Kurve (— ——) 


Abb. 15-28. Die glykimischen Kurven bei Belastung mit Glukose, 
Laevulose und Galaktose bei der chronischen Unterernihrung. 


Niichternwert kann man durch die schlechte Glykogenbildung in 
der Leber infolge der Hypoinsulinaémie bei der chronischen Unter- 
ernahrung und durch die gestérte Oxydation des Zuckers im 
Gewebe erkliren. 

Die Assimilationsstérung konnte ich natiirlich auch bei der 
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intravenosen Injektion von 10cem 10% iger Dextroselésung be- 
staitigen. Zwei Beispiele dafiir: (Kost: 50g Unohana+100¢ 
Vegetabilien pro die). 


Kaninchen Nr. 81 (am 29. Hungertag an Schwiiche gestorben). 


Harn (bis 2-3 St. n. Injek 
3 Bl P ase 
H K6rper- utzucker (¢7o) gesammelt) 
ati gewicht 5 
8 ing |niich-| n. $/ n. 1 | n. 2 |Menge|Bene- | Reduk- Gluk 
tern | St. St. St. |(eem)\ dict. |ton(%)| "08420" 
aL 1700 0.077 | 0.202} 0.132 a1 ae 9 0.30 typisch 
1565 0.085 | 0.199} 0.150} 0.116) 90 32 0.20 ” 
21 1155 0.061} 0.142] 0.101; 0.053; 13 |+++4 0.60 Bo 
28 900 0.026 | 0.122 0.089 0.070} 43 = 0.12 Klein 


Kaninchen Nr. 82 (am 29. Hungertag an Schwache gestorben). 


Blutzucker (¢%) Harn (bis 2-3 St. n. Injek. 


aes Kérper- gesammelt) 
tag | Sewiehty 
ing j|nich-| n. 3 | n. 1 | n. 2 |Menge| Bene-| Reduk- Glul 
tern | St. St. St. |(cem)] dict |tion(%) Lr 
1830 0.079] 0.160} 0.083 33 of 0.12 typisch 
4 1640 0.071} 0.189} 0.141} 0.085| 50 te 0.17 a 
21 1270 0.051} 0.135} 0.089] 0.050) 50 Siete 0.30 So 
28 1085 0.030} 0.096) 0.082] 0.092} 52 “fe 0.24 5 


6. Die alimentire Melliturie bei der chronischen 
Unterernéhrung. 

Im Laufe der ersten 3-5 Wochen der Unterernihrung war die 
Glykosurie bei Glukosebelastung sehr schwach, wahrend die Lavulo- 
und Galaktosurie bei Belastung mit dem entsprechenden Zucker 
schon in diesem Stadium deutlich nachgewiesen wurden. Die 
alimentaire Melliturie, die friiher als nach 3-5 Wochen eintrat, muss 
man durch die abnorme Durchlassigkeit der Nieren fiir den Zucker 
erkliren, da die Glykamiekurve bei der peroralen Zuckerbelastung 
keine abnorm hohe Hyperglykimie aufweist. Die alimentare Melli- 
turie, welche spater als nach 3-5 Wochen eintrat, kann man durch 
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die pathologisch gesteigerte Hyperglykamie erklaren, wenn auch 
die Herabsetzung der Nierenschwelle fiir den Zucker dazu beitragen 
mag. Speziell die Melliturie bei dem relativen Hyperglykamien- 
grad muss man durch den letztgenannten Mechanismus erkliaren. 
Im fortgeschrittenen Stadium der Unterernéhrune wurde die 
Glykosurie schon nach der gewohnten knappen Nahrungsgabe beo- 
bachtet. 


Die Glykosurie, welche im fortgeschrittenen Stadium der Unterernihrung 
durch geringe Nahrungsmenge hervorgerufen wurde. 


Unterernihrungs- 
‘ ts Harn- Bene- | Reduk- tag, bei dem erste 
Nr. Kost menge | dict |tion(@%)| Osazon Glykosurie beo- 
bachtet wurde. 
100 g Vege- ecm 
tabilien, 
70 g Unohana 
pro Tag 
18 40 ae 0.19 | Gluko- | am 118. Tag der 
sazon | Unterernahrung 
untersucht. 

21 % 50 Te 0.14 im | am 99. Tao der 
Unterernihrung 
untersucht. 

37 100 g Vege- 

tabilien, 81 Te 0.11 2 am 51. Tag der 
50g Unohana Unterernihrung 
pro Tag untersucht. 

38 5 91 + 0.10 x ebenso 

36 a 47 45 OF: Es 50 

40 cs 17 aP 0.35 Sy 


7. Die Stérung der Darmresorption bei der chronischen 
Unternahrung. 


Bei der chronischen Unterernihrung konnte ich auch eine 
Stérung der Darmresorption beweisen; sie war aber im allgemeinen 
vom Gesundheitszustand des Tete und nicht von der 
absoluten Dauer der Unterernaihrung abhingig. Trotz dem 
allmahlichen Fortschreiten der Unterernihrung blieb z.B. die Darm- 
resorption ziemlich ungestért, wenn das Tier noch gesund genug 
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war, und demnach die glykamische Reaktion vollig normal verlief 
(Nr. 87). Dagegen trat die Beeintrichtigung der Darmresorption 
dann ein, wenn die Schwache des Tieres deutlich zunahm, und der 
Nuchternwert des Blutzuckers hochgradig hypoglykamisch wurde 
(Nr. 78), oder der glykamische Reaktion abnorm flach verlief (Nr. 
85). Aus der hochgradigen Hypoglykaémie oder aus der abnorm 
flachen glykamischen Reaktion kann man also auf eine gestorte 
Darmresorption schliessen. Dies wurde unten angegeben. 


Kor ewicht 
Ss pees Reduzierende 
Nr. _ a Anmerkungen Sees ce 
Anfang| Ende arminhaltes. 


is} 


g 30. Tag der chronischen Unterernah- g 
rung (50g Unohana +100g Gemiise pro 
Tag). Schwiche mittelstark. 

86 TBS 900 | Niichternblutzucker, 0,061 ¢% 0,10 


45. Tag der chronischen Unterernah- 
rung (Kost wie oben). Glykamiekurve 
nach peroraler Zuckergabe (1g 
Glukose als 10%): 


niichtern n.#S8t. n.1St. n. 2 St.* 
87 1115 800 0,087 0,141 0,170 0,075 0,00 


70. Tag der chronischen Unterernah- 
rung (Kost wie oben). Glykimiekurve 
bei gleicher Zuckergabe: 


nuchtern n.3 St. n.1St. n.2 St. 
85 1175 805 0,051 0,085 0,060 0,032 0,15 


18. Tag der chronischen Unterernah- 
rung (Kost wie oben). Niichternblut- 
zucker 0.018, Krampfe. Keine 

78 1055 735 |Zuckergabe! 0,10 


Benen st n. 4 St Harnmenge Benedict Reduktion 
0.014 0.008 23 ecm = 0,04.% 


Durch die histologische Untersuchung konnte ich beim akuten 
Hunger sowie bei der chronischen Untererniéhrung nur die Atrophie 
der Darmschleimhaut und des Leber- und Nierenparenchyms 
bestitigen. 
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8. Zusammenfassung. 


Der Nuichternwert des Blutzuckers war bei der chronischen 
Unterernahrung bis auf die letzten wenigen Tage meistens inner- 
halb der physiologischen Grenze; hypoglykaémische Neigung wurde 
aber inzwischen gelegentlich beobachtet. Im Laufe der ersten 
3-5 Wochen der Unterernihrung kann man aus dem Bilde 
der Glykamiekurve bei peroraler Zuckergabe keine pathologisch 
gesteigerte Hyperglykimie ersehen. Die leichte alimentire Melli- 
turie, welche auch schon in diesem Stadium der Unterernahrung 
beobachtet wurde, war demnach durch die herabgesetzte Nieren- 
schwelle zu erklaren. Von der 3.-5. Woche an nahmen der Hyper- 
glykamiengrad und Hyperglykimienwert immer weiter zu; auch 
wurde das Zurtickkehren zum Niichternwert enorm verspitet und 
alimentare Glykosurie wurde sowohl nach der Glukosebelastung, 
als auch gelegentlich nach der Verfiitterung der sehr geringen 
Nahrungsmenge gefunden. Die Melliturie in diesem Stadium 
kann teils durch die pathologisch gesteigerte Hyperglykamie, teils 
durch die abnorme Durchlissigkeit der Nieren bei relativ niedriger 
Hyperglykamie hervorgerufen worden sein. Anderseits liess sich 
die absolut und relativ gesteigerte Hyperglykimie sowohl durch 
die gestorte Glykogenbildung in der Leber infolge der Hypoinsuli- 
namie, wie durch die beeintrachtigte Oxydation des Zuckers im 
Gewebe erkliren. Im Endstadium der Unterernahrung ging die 
Hohe der alimentiren Hyperglykiimie Tag fiir Tag immer weiter 
herunter, bis kurz vor dem Tode endlich eine hochgradige Hypo- 
glykamie eintrat. In solehem Falle konnte man trotz der Be- 
lastung mit Zucker keine Hebung des Blutzuckerspiegels erzielen ; 
auch die Melliturie blieb ganz aus, und der Sauerstoffverbrauch 
wurde stark vermindert. Das Ausbleiben der alimentiren Hyper- 
glykimie und Glykosurie im Terminalstadium mag durch die 
schlechte Zuckerresorption der Darmwinde infolge der herunter- 
gegangenen Zelltatigkeit, welche mit dem verminderten Sauerstoft- 
verbrauch parallel geht, erklirt werden. 
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SCHLUSS. 


In bestimmten Zeitintervallen tritt im Laufe des akuten und 
chronischen Hungers haufig eine Glykosurie alimentirer Natur auf. 
Diese Glykosurie ist bedingt nicht nur durch die verminderte 
Zuckerassimilationskraft infolge des Hypoinsulinismus, sondern 
auch durch eine Erniedrigung der Ausscheidungschwelle der 
Nieren ftir den Zucker. Man kann solehe Symptome durch zweck- 
massige Fiitterung im rechten Moment spurlos zuriicktreten lassen. 
Wenn aber der Hunger noch weiter andauert, verschwindet die 
erwahnte Glykosurie wieder ganz. In diesem Stadium bleibt die 
hyperglykamische Reaktion nach der Zuckergabe sehr schwach, 
oder bleibt sie ganz aus; nach intravendser Darreichung von 
Zucker lasst sich die Hyperglykamie deutlich und sehr verlaingert 
nachweisen und wird immer von Glykosurie begleitet. Das Aus- 
bleiben der Glykosurie nach Zuckergabe bei fortgeschrittenem 
Hunger lasst sich durch die verminderte Resorptionsfahigkeit der 
Gedarme erklaren. Zugleich mit dieser Verminderung der Resorp- 
tionsfahigkeit des Darmes und mit der Erniedrigung der Nieren- 
ausscheidungsschwelle fiir den Zucker geht der Sauerstoffverbrauch 
sehr betrachtlch herunter. 
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Since Dakin and Dudley (1913), and Neuberg (1913) dis- 
covered glyoxalase in animal tissues, numerous other investigators 
have confirmed and amplified their findings, so that at present the 
existence of glyoxalase and its co-enzyme can hardly be questioned. 
Recent papers, contributed by Girsavicius (1930; 1931; 1932) 
seem, however, to introduce slight perplexities in the problem. In 
his study on ‘‘antiglyoxalase’’, a pancreatic factor which has been 
said to inhibit the action of glyxalase, Girsavicius noticed that 
amino acids which were contained in the solution of antiglyoxalase, 
reacted directly with the substrate (phenylglyoxal). This observa- 
tion caused his hypothesis that a considerable proportion of methy!- 
or phenylglyoxal destruction, which has been believed to be solely 
due to the joint action of glyoxalase and its co-enzyme, might be 
carried out in reality by the tissue proteins. Girsavicius con- 
cluded that most of the work hitherto done on glyoxalase by fol- 
lowing quantitatively the decrease of the substrate was not reliable, 
and that the only way to study the true nature of the glyoxalase 
or co-enzyme action should be the direct estimation of the cor- 
responding hydroxy acid produced from the substrate. He (1931) 
criticized, on the ground mentioned above, the experiments of 
Sakuma (1930) and Lohmann (1931) made on the co-enzyme of 
elyoxalase. Recently Vargha (1932) corroborated Girsavicius’ 
observation, finding the direct reaction of phenylglyoxal with 
proteins and amino acids of the antiglyoxalase solution. 

The theory of Girsavicius which proves valuable in elucidat- 
ing the problem of antiglyoxalase, has nevertheless, so far as the 
elyoxalase and its co-enzyme were concerned, rested more upon 


oiled 
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plausibility than proof. It is highly important that such deduc- 
tion should be carefully conducted on the basis of quantitative 
data, if valid conclusions are to be obtained. 

We have been acquainted with the reaction of methylglyoxal 
with amino acids. The reaction was first observed by Neuberg 
and Kobel (1927) i& ii). Proteins were found by Sakuma (Le.) 
to react also with methylelyoxal in the same way as amino acids did. 
In the study on glyoxalase and its co-enzyme we used, however, 
to neglect the direct action of methylglyoxal on proteins and amino 
acids contained in the solutions of glyoxalase and co-enzyme, since 
the error, if any, involved through this reaction was repeatedly 
proved to be inconsiderable. However, in order to scrutinize the 
validity of the previous findings, including those of Sakuma, we 
felt we had to undertake an experimental re-examination of the 
problem. 


J. GLYOXALASE ACTION OF LIVER EXTRACT. 


It has already been shown by one of us (N. A., 1928) that the 
quantity of lactic acid produced from methylglyoxal by the action 
of glyoxalase accounted for almost quantitatively the amount of 
methylglyoxal which disappeared. Sakuma obtained the com- 
pletely inactive glyoxalase solution by dialysis for five or six hours 
through the collodion membrane. The concentrated dialysate was 
also ineffectual. These facts provide, we believe, sufficient support 
to the conventional conception that the apparent decrease of methyl- 
elyoxal is really due to the action of glyoxalase, and that the 
reaction is not practically complicated by proteins present in the 
solution. Since then, innumerable experiments have been per- 
formed in this laboratory for some other purposes, on the action 
of the enzyme on methylglyoxal. All the results so far obtained 
have only shown the correctness of the old assumption. We will 
quote here some of the results thus accumulated. 

The fresh, watery extract of the liver of the rabbit or the 
guinea pig served as the glyoxalase solution. The 20% watery 
suspension of the liver hash was filtered through muslin after an 
hour’s standing at room temperature. The standard conditions 
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which were generally adopted for the examination of the glyoxalase 
activity were as follows. 2.5 ec. of the fresh glyoxalase solution 
and about 20 mg. of methylglyoxal were diluted up to 50 ce. with 
the borie acid-borate buffer solution of pH 7.0 and kept at 37°. 
Periodic tests were made for the decrease of methylglyoxal and the 
inerease of lactic acid, after deproteinizing the aliquots with the 
smallest possible amount of trichloroacetic acid. Methylglyoxal 
was estimated by the colorimetric methods of Ariyama (1928), 
and of Barrenscheen and Dreguss (1931). Lactic acid was 
measured by the Friedemann, Cotonio and Shaffer method 
(1927). Methylglyoxal which interferes with the lactic acid deter- 
mination, was distilled off before the determination. It is to be 
noticed that lactic acid has never been found among the substances 
produced in the reaction between methylglyoxal and amino acids. 
The total nitrogen in 2.5¢ce. of the glyoxalase solution was 
12 me. on the average, of which 0.6 mg. belonged to the amino- 
nitrogen and 1 mg. to nitrogen of unknown sources. The remain- 
ing nitrogen corresponded to about 70mg. of protein. When 
70 meg of serum albumin were treated under standard conditions 
for 40 minutes, the decrease of methylglyoxal was less than 2% of 
the total quantity. When peptone was applied the loss of methyl- 
glyoxal was a little greater than in the case of serum albumin but 
it never reached 4%. Whatever kinds of proteins may be present 
in the enzyme solution, they cannot, therefore, consume a large 
quantity of methylglyoxal under our experimental conditions. 
The quantitative conversion of methylglyoxal into lactic acid 
by the action of glyoxalase is shown in Table I. It should be 
noted here that in all the experiments in this paper appropriate 
blank tests were constantly carried out on the lactic acid content 
of the solutions of enzyme and co-enzyme. 2.5 cc. of the fresh 
enzyme samples contained about 0.7 mg. of lactic acid which did 
not increase at all during the incubation. The lactic acid figures 
in the table show the difference between the values obtained in the 
main and control experiments. The liver tissue contained some 
substance which gave the blue color with our reagents in an amount 
corresponding to 3 to 5 mg. in terms of methylglyxal per 100 gm. 
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of tissue. The amount of this substance in 2.5 ec. of 20% extract 
was therefore small enough to be neglected. 

When the glyoxalase activity was reduced by the incomplete 
dialysis, there was still the quantitative conversion of methyl- 
elyoxal into lactic acid (Table II). The glyoxalase, the activity 
of which had been greatly diminished by starvation, was also 
capable of producing lactic acid quantitatively from methylglyoxal 
(Table III). Thus, whenever methylglyoxal was attacked by 
glyoxalase, there was always a quantitative formation of lactic acid. 

TasLE II. Quantitative Conversion of Methylglyoxal into Lactic Acid 
by Partly Dialyzed Glyoxalase. 


2.5 ee. of glyoxalase solution (guinea pig) which was dialyzed for 
5 hours+18.94 mg. of methylglyoxal, diluted to 50 ¢¢., 37°C. 


, 1 1 1 an 
Time of Revere Inerease of lactic acid eae 
eyes ea Caleulated Found into lactic acid 

; 3 (mg.) (mg.) (%) 

30 1.07 1.35 1.26 93.0 

60 1.29 1.61 1.48 92.2 

90 | 1.39 1.74 1.62 93.0 

150 1.87 2.34 2.13 91.0 


All the facts considered, there may be no room for the par- 
ticipation of proteins and amino acids present in the glyoxalase 
and co-enzyme solutions into the production of lactic acid from 
methylglyoxal. 


Il. Action or Co-ENZYME of GLYOXALASE. 


The co-enzyme solution used was the filtrate of the 10% watery 
suspension of the rabbit’s liver hash which had been heated in the 
boiling water-bath for 15 minutes. 10 ce. of the solution contained 
3.64 mg. of the total nitrogen, 0.87 mg. of the amino-nitrogen and 
2.45 mg. of nitrogen of unknown nature. The influence of protein 
and amino acid of the co-enzyme solution on methylglyoxal is there- 
fore, at a glance, out of the question. In fact, it was shown that 
even 30 ce. of the co-enzyme solution caused no decrease of methyl- 
glyoxal at all under the standard conditions, while the same co- 
enzyme restored to a remarkable extent the activity of the com- 
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pletely dialyzed glyoxalase. Where the co-enzyme displayed ac- 
celerating activity, there was always the accelerated production of 
lactic acid. The quantitative relation between the accelerated de- 
erease of methylglyoxal and the accelerated increase of lactic acid 
is shown in Table IV. The experiments were performed on the 
dialyzed and non-dialyzed samples of normal glyoxalase and on the 
non-dialyzed samples which were prepared from the starved liver 
of the rabbit and the guinea pig. The dialyzed gtyoxalase solution 
used in the experiments was not entirely co-enzyme free. 19.16 mg. 
of methylglyoxal and 2.5 ce. of the glyoxalase samples with and 
without the addition of 1.0 or 3 ce. of the co-enzyme solution were 
treated under the standard conditions and amounts of methyl- 
elyoxal and lactic acid were determined at intervals. 

The quantitative conversion of methylglyoxal into lactic acid 
took place also in the cases where the action of glyoxalase was 
greatly accelerated by the addition of excess of the co-enzyme 
(15 ee; 30ce.). Thus the problem of the co-enzyme was settled 
in favour of the conventional conception. 

Now that glyoxalase and its co-enzyme have been proved to 
display fully their essential activity under the conditons of our 
experiments, we feel that it is justifiable, so far as methylglyoxal 
is concerned, to continue our study without taking into considera- 
tion the direct reaction of protein and amino acid on methylglyoxal. 


Jil. Inruvence oF STARVATION ON GLYOXALASE 
Activity oF Liver. 

Sakuma claimed that starvation diminished progressively 
the glyoxalase activity of the rabbit’s tissues. He suggested that 
starvation might deprive the tissue of the co-enzyme, or at least a 
greater quantity of the co-enzyme in comparison with glyoxalase. 
The glyoxalase activity of the rabbit’s liver was found by Sakuma 
and Ariyama to suffer at most 30% loss after 10 days’ starvation. 
Vogt-Mgller repeated some of Sakuma’s experiments and con- 
firmed several points. However, he found that an inanition of rela- 
tively short duration (42 hours) caused a considerable diminution 
of the co-enzyme content of the liver of the mouse. 
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The experiments of Vogt-Mgller were confined to the mouse 
alone and were not extended to the rabbit. According to our ex- 
perience inanition always caused progressive but slow decrease 
of the glyoxalase activity of the rabbit’s liver. The decrease was 
of very slight degree in some causes and was considerable on rare 
occasions. Though such individual fluctuations were unavoidable, 
the average loss was around 30% after 10 days’ inanition. In con- 
nection with Vogt-Mg¢ller’s report we examined the resistance of 
the liver glyoxalase of the various animal species towards starva- 
tion, since it was quite possible that the resistance of the glyoxalase 
towards inanition might differ in different species. In the cases 
of the guinea pig and the white rat the loss of glyoxalase activity 
occurred with considerable velocity. Thus 50% or more loss was 
already noticed after 24 hours’ starvation of the guinea pig. The 
enzyme of the pigeon’s liver showed a decrease of the same order 
as that of the rabbit. The data are summarized in Table V. The 
figures in the table are the average of the results based on more 
than 10 experiments. 


Taste V. Influence of Inanition on Glyxalase Activity of 
Liver of Various Animal Species. 
2.5 ec. of glyoxalase solution+19.30 mg. of methylglyoxal, diluted to 


DUICCmouaL OF 
Decrease of methylglyoxal (mg.) 
Time of 
Animal incubation Day of inanition 
(min.) 
0 1 2 con ety 6 8 
10 Px lees MeeGGRil a=) hs Odihy!5.20) e738 
abba 20 15.0500 248) — Ty. 108i{ Wer) 9129 
| 
10 636) — 1 629) — -f s684-5.01) 453 
Haecon 20 1240|° =~ | 11.62|°=— | 4046| 9.57] 8.38 
20 ASI 800 1.85) 1.58 | (1.33). = — 
pala 40 6.50| 3.18| 2.56| 234] 2 aa ee 
10 3.35| 2.97 | 2.4 
White ra 20 7.07| 4.89 | 3.48 
40 12.85| 8.26 | 5.57 
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It is shown in the table that the glyoxalase solution obtained 
from the liver of the guinea pig or the white rat was far less active 
than that prepared from the liver of the rabbit or the pigeon. 
This was due to the rapid destruction of the co-enzyme of the 
elyoxalase system during one hour’s extraction in the former cases. 
However, when the fresh liver hash of the guinea pig or the white 
rat was applied as the source of the enzyme, the activity was, as 
Sakuma had already shown, not so inferior to the liver hash of the 
rabbit. <A clearer issue in this problem may be discernible when we 
consider the results of the following experiments. Comparative ex- 
aminations were performed on the glyoxalase activity of the samples 
prepared from the liver tissues of the rabbit and the guinea pig by 
extracting for different lengths of time. First of all the glyoxalase 
activity of the fresh liver tissues was examined after 10 and 20 
minutes’ incubation of 0.5 gm. o fthe liver hash with 20.40 me. of 
methylglyoxal under the standard conditions. At the same time 
several portions of the same hash were extracted with water for 
10, 60 and 180 minutes respectively at room temperatures. 2.5 ee. 
(=0.5 em. of tissues) of the extracts thus prepared were examined 
on the glyoxalase content in the same way as in the case of the 
fresh hash. As is shown in Table VI, it is quite interesting that 
the fresh tissues or the 10 minutes-extraets prepared from the rab- 
bit and the guinea pig scarcely showed any difference in their 
glyoxalase content whilst the 60 minutes-extract of the guinea pig 
was decidedly inferior to that of the rabbit in its glyoxalase content. 
The sudden fall of the glyoxalase activity in the 60 minutes-extract 
of the guinea pig was found to be the result of the rapid diminu- 
tion of the co-enzyme. It was thus observed that 10 minutes’ ex- 
traction was most effective for the preparation of the enzyme solu- 
tion, the 60 minutes’ extraction being long enough to destroy a 
portion of the co-enzyme once extracted. 

Though glyoxalase of the guinea pig lost its activity more 
rapidly than that of the rabbit, it responded to the supply of the 
co-enzyme with greater velocity. The guinea pig glyoxalase which 
was made far less active than that of the rabbit by inanition of the 
animal or by standing the enzyme solution for a short time, re- 
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TABLE VI. Glyoxalase of Rabbit and Guinea Pig. 
20.40 mg. of methylglyoxal+0.5 gm. of liver hash or 2.5 ec. of enzyme solution 
(10, 60 and 180 minutes extract), diluted to 50 cc., 37°C. 


P Time of Decrease of methylglyoxal (mg.) 
Enzyme sample incubation 
(min.) Rabbit Guinea pig 
eee a 10 8.93 7.24 
‘res ver has 
Oni emana 20 16.44 14.05 
10 minutes 10 9.61 9.49 
extract 20 17.49 16.45 
60 minutes 10 8.09 4.15 
extract 20 14.70 4.85 
180 minutes 10 6.49 2.17 
extract 20 10.67 2.73 


covered, on the addition of the co-enzyme, its activity not only at 
a greater rate than in the case of the rabbit but to a higher extent. 
A few examples are listed in Table VII. 


IV. Guyoxauase Activiry AND Co-ENzymME CoNnTENT. 


The progressive diminution of the glyoxalase content of the 
liver tissue during inanition, and the loss of the activity of the 
enzyme solution during conservation may be explainable in the fol- 
lowing ways. The cause may be either the essential decrease of 
the co-enzyme or the simultaneous loss of enzyme and co-enzyme. 
The question remains as yet unsettled. We will discuss the case of 
inanition first. 


A. Inanition. 


The rate of the acceleration of the normal glyoxalase activity 
by the addition of the eco-enzyme diminishes, as will be shown later 
in this chapter, with the increasing amount of the co-enzyme. 
Then, if the decrease of the enzyme activity during inanition be 
due mainly to the diminution of the co-enzyme, it may be predicted 
that the addition of excess of the co-enzyme may raise the activity 
of such an enzyme sample and of the normal one to the same height. 
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In point of fact, this was the case. The glyoxalase sample pre- 
pared from the liver of the rabbit which had been starved for 6 
days, acquired practically the same degree of activity as the normal 
one, when 20 ce. of the co-enzyme solution which was obtained from 
the normal liver, were added equally to both samples. The same 
fact was observed with the guinea pig. The addition of 5 ce. of 
the co-enzyme solution which was made from the liver of the normal 
guinea pig, was sufficient in this case to give the same degree of 
activity to the enzyme samples prepared from the liver of the 
normal and the starved animals (4 days). In a control experi- 
ment, it was shown that the difference of glyoxalase activity which 
was caused by the difference in the quantities of the enzyme itself, 
was never eliminated by the addition of any excess of the co-enzyme. 
The data are submitted to Table VII. 


TABLE VII. Acceleration of Activity of Normal and Starved 
Glyoxalase Samples by Co-enzyme. 
49.75 mg. of methylglyoxal+ 2.5 ee. of normal and starved glyoxalase samples+ 
varying amount of co-enzyme prepared from normal liver, 
diluted to 100 ce., 37°C. 


= = = 


Decrease of methylglyoxal (mg.) 
one Time of 
Animal agers oF incubation Amount of co-enzyme added 
iver : 
(min.) 
0 5 10 20 
10 7.18 — 11.65 15.56 
Normal 
20 13.45 — 20.95 20.70 
Rabbit = 
Starved for 10 5.67 — 10.91 Ub Ee 
6 days 20 11.25 — 19.81 27.07 
10 3.62 8.33 12.50 17.48 
Normal 
20 4.10 Ue b55 20.40 29.60 
Guinea pig : 
Qranvedactor 10 al 8.24 L275 UPS oy 
4 days 20 algoa |) aie) xoyal 29.84. 


It may be regarded as well established that inanition results 
essentially in the loss of the co-enzyme rather than in the enzyme 
itself. It is to be mentioned in this connection that Sakuma 
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demonstrated, beyond doubt, the existence of the co-enzyme in less 
quantity in the starved rabbit’s liver as compared with the normal 
tissue. We gave reconsideration to this point too. The com- 
parison of the co-enzyme activity of the liver tissues of the animals 
which have been starved for different periods of time, may be 
carried out most accurately by adding such co-enzyme samples to 
the same, co-enzyme-free, dialyzed glyoxalase solution. However, 
it is very difficult to prepare the co-enzyme-free glyoxalase samples 
which respond to the addition of the co-enzyme by acquiring ac- 
tivity of the same degree. This fact forced us to adopt, as a con- 
venient method, the use of the glyoxalase sample which keeps its 
activity unchanged for a considerable time. For this purpose 
aleohol-ether-dried glyoxalase powder was prepared from the liver 
of the rabbit and the guinea pig according to Sakuma/’s descrip- 
tion. It is, however, to be expected that the co-enzyme preexisting 
in such an enzyme preparation may inevitably cause a certain 
amount of confusion in the examination of the co-enzyme content 
of the starved liver tissues. The powder was extracted with a 
buffer solution of pH 7.0 for an hour at 37°C before use. 5 ce. 
of this extract corresponded to 0.5 gm. of the fresh liver tissue or 
2.5 ee. of the fresh glyoxalase solution. The co-enzyme content of 
the liver tissues of the animals which had been starved for different 
lengths of time, was examined by adding the co-enzyme samples 
to the extract of the glyoxalase powder. 10 cc. of the co-enzyme 
samples and 5ee. of the extract of the glyoxalase powder were 
mixed with 19.62 me. of methylglyoxal and treated under the 
standard conditions. The decrease of methylglyoxal was deter- 
mined after 20 minutes’ incubation at 37°C. At the same time the 
elyoxalase activity of the same starved liver tissues from which the 
co-enzyme samples under examination were prepared, was deter- 
mined. If the diminution of the glyoxalase activity caused by in- 
anition- involves principally the decrease of its co-enzyme, the rate 
of the decrease of the enzyme activity should coincide with that 
of the loss of the co-enzyme. A control experiment was run on 
accelerating effects of various amounts of the co-enzyme prepared 
from the normal liver, on the glyoxalase activity of the powder 
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extract. Curve I in Fig. 1 was constructed by laying off the 
amounts of methylglyoxal decreased as ordinate and the quantities 
of the normal co-enzyme solution added as abscissa. It was a 
smooth curve showing a slight indication of flattening with the 
increasing quantity of the co-enzyme. Curve II is the locus of 
points that represent the difference between the amounts of methyl- 
glyoxal shown in Curve I and those which were originally dimi- 
nished by the powder extract without the addition of the co-enzyme. 
Curve II may be presumably taken as the one which figures the 
rate of the decrease of methylglyoxal which was caused by the 
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¢o-enzyme-free glyoxalase activated by the addition of the normal 
co-enzyme. The results of the main experiments showed that the 
quantity of the co-enzyme governed directly the action of the 
enzyme. Here, a correction was, however, to be applied for the 
true quantities of the co-enzyme added. First of all the amounts 
of the decreased methylglyoxal which was really brought about by 
the added co-enzyme, were calculated by seeking, on Curve II, 
the points which corresponded to those on Curve I. Then the true 
values of the co-enzyme present in the starved co-enzyme solution 
were obtained in terms of ec. of the normal co-enzyme solution 
from Curve II by finding the corresponding co-enzyme values 
against the methylglyoxal quantities thus corrected. The figures 
in Table VIII are the average of at least 10 experiments made on 
the rabbit and the guinea pig. 

It is shown in the table that the progressive decrease of 


TasuE VIII. Progressive Diminution of Co-enzyme Content in the 
Starved Liver. 


I. 19.62 mg. methylglyoxal+2.5cc. of the glyoxalase solution, diluted to 
50 ee., 37°C. ; 
II. 19.62 mg. methylglyoxal+5 ce. of extract of glyoxalase powder+10 ee. of 
the co-enzyme solution of different inanition days, diluted to 50 ce., 37°C. 

Time of incubation = 20 min. 


Glyoxal = 
oh te Action of co-enzyme 
activity 
eae D Decrease of Amount of 
ai g- ethylglyoxal |eo- ‘alee 
tion crease | Diminu- Hw es Gre nen Diminu- 
(day) of tion of Lhe. sornce (ie tion of 
methyl | activity pA Speen re SB ER 
10) "OQ 
glyoxal (%) Found Rare methylglyoxal (% 
(mg decreased (ce.) 
16.08 ca 14.50 11.72 10.4 = 
Rabbit 6 10.32 35.8 12.06 9.24 7.0 32.7 
10 9.36 418 11.09 8.31 5.9 41.0 
0 4.15 — 14.59 11.81 11.8 = 
Abana 1 231 | 443 | 10.73 | 7.95 6.8 42.4 
2 1.92 53.7 9.57 6.79 adi 51.7 
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elyoxalase activity caused by inanition is accompanied by the 
simultaneous diminution of the co-enzyme content, and that the 
rates of the decrease of enzyme and co-enzyme were practically 
equal. This phenomenon may be explained by the single postulate 
that the decrease of the enzyme in inanition is the direct result of 
the loss of the co-enzyme. 


B. CoNnsERVATION OF GLYOXLASE SOLUTION. 


It has been repeatedly observed that the glyoxalase solution 
quickly loses its activity on standing. A question of the same 
kind may arise as in the case of inanition: Which is more respon- 
sible for the decrease of the glyoxalase activity, the enzyme itself 
or the co-enzyme? To settle this problem, the following experi- 
ments were performed on the guinea pig. On the one hand, the 
diminution of the glyoxalase activity was measured periodically 
on standing the enzyme solution (10 minutes-extract) in an ice box 
The mixture of 2.5 ee. of the enzyme solution and 20.60 meg. of 
methylelyoxal was treated under the standard conditions, and the 
determination of methylglyoxal was made periodically. On the 
other hand, the co-enzyme solutions -were prepared from the 
elyoxalase solution at each period by heating the twice diluted 
solution for 15 minutes. The co-enzyme samples thus prepared 
were examined for their co-enzyme content. For this purpose, 10ce. 
of the co-enzyme solutions thus prepared and 5 ee. of the extract 
of the glyoxalase powder were added to 20.60 me. of methylelyoxal 
and the decrease in methylelyoxal was measured after 10 and 20 
minutes’ incubation under the standard conditions. If the diminu- 
tion of the enzyme activity is due solely to the loss of the ¢o- 
enzyme, the rate of the decrease of the enzyme activity should fall 
on the same line as that of the co-enzyme. However, it was not 
the case. The decrease of the activity of glyoxalase occurred more 
rapidly than that of the co-enzyme (Table IX). It was shown in 
another experiment that the addition of an excess of the normal 
co-enzyme did not accelerate the glyoxalase action which had de- 
creased on standing, to the same extent as an equal amount of 
the co-enzyme accelerated the action of the fresh glyoxalase. The 
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results of the experiments are shown in Table X. All these find- 
ings might be explained by assuming that not only the co-enzyme 
but also the enzyme was affected on standing. 


TABLE 1X. Decrease of Glyoxalase and Co-enzyme on Standing. 


I. 20.60 mg. of methylglyoxal+2.5 ce. of glyoxalase solution (10 minutes 
extract, guinea pig). 
If. 20.60 mg. of methylglyoxal+5 ce. of extract of glyoxalase powder + 10 ee. 
of co-enzyme, diluted to 50 ¢e., 37°C., 20 minutes’ incubation. 


I Glyoxalase II Co-enzyme 
Time of 
standing| Decrease of 1 ae oH ¢ Decrease of ad Le of f 
(hrs.) methylglyoxal ae gnine methylglyoxal ed ae © 
(me:) gly oxalase (mg. co-enzyme 
2 activity (%) activity (%) 
0 12.65 ' = 9.08 i, 
5 4.14 67.3 4.76 47.6 
| 
24 3.76 70.3 4.32 52.3 


It was found in other experiments that also the co-enzyme 
cannot escape from the loss of its activity during conservation at 
a low temperature. Thus the diminution of activity of the co- 
enzyme samples prepared from the rabbit and the guinea pig was 
about 20%, after being kept for 24 hours in an ice chamber. 


V. GuyoxALAsEe or Bioop. 


Barrenscheen, Braun and Dreguss (1931) laid stress on 
the extraordinary sensitivity of methylglyoxal towards glyoxalase 
by illustrating that 21.60mg. of methylglyoxal disappeared in- 
stantaneously after the addition of 15 ec. of rabbit’s blood and 15 ee. 
of 0.9% NaCl solution. It is of course undisputable that methy1- 
elyoxal is quite susceptible to glyoxalase. However, this instance 
does not provide any support for such enormous susceptibility of 
methylelyoxal as they emphasized. It is a matter of self-evidence 
that methylglyoxal will be converted into lactic acid at the moment 
of its addition to so large an amount of glyoxalase as in the ex- 
periment cited above. 
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Tape X. Accelerating Effect of Co-enzyme on Glyoxalase Activity 
Which Decreased on Standing. 


I. 51.5 mg. of methylglyoxal+ 2.5 ce. of glyoxalase solution (10° minutes 
extract, guinea pig), diluted to 100 cc., 31 cs 

II. 51.5 mg. of methylglyoxal+5 ce. of extract of glyoxalase powder+ 
varying amount of co-enzyme, diluted to 100 ce., 37°C. 


Decrease of methylglyoxal (mg.) 
II Content of co-enzyme 
Time of Time of 
Number of | onservation| incubation I Amount of co-enzyme 
experiment (hrs.) (min.) Glyoxalase solution added to 
activity powder-extract (ee.) 
10 15 20 30 
10 10.15 1404) 5 18:03) 
20 14.00 23:08) = SOLON ae 
aL 
at 10 4.37 05 LEG Sy ee 
7 20 6.37 13.05) — | 17275 — 
6 10 10.39 = UGS23i ee 20.89 
20 16.18 a 27.87) — 35.83 
10 8.52. —_— WA 05h eae 18.14 
aaf 5 
20 14.91 = aye a 32.26 
a 10 4.34 == LOL56)}) == 13.91 
i 20 6.77 == 15:69) 20.58 


The same investigators mentioned several experiments which 
showed incomplete conversion of methylglyoxal into lactic acid 
by the action of blood glyoxalase. The production of lactie acid 
was stated to cover at most 48% of the methylglyoxal decreased. 
In these experiments methylglyoxal was added separately in several 
portions or was dropped into blood slowly during the experiments 
which lasted two hours. These experimental conditions are not, 
we think, suitable for the study of the glyoxalase action ; olyoxalase 
loses its activity quite rapidly during two hours’ incubation at 
37°C, and no small amount of lactic acid is formed in the absence 
of a proper buffer excepting that originally contained in the blood. 
Since a large amount of blood was used in their experiments, there 


© 
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is, furthermore, a danger of the participation of proteins of blood 
into the direct reaction with methylglyoxal, thus converting 
methylglyoxal to some unknown substances other than lactie acid. 
The circumstance that methylglyoxal is attacked rather slowly by 
the weakened glyoxalase in the latter half of the experimental 
period gives proteins a better chance to react with the remaining 
methylglyoxal. We have repeatedly observed that methylglyoxal 
was converted smoothly into lactic acid when it was added at one 
time to the fresh blood sample under the conditions of our experi- 
ments. Hven under the conditions of Barrenscheen and his co- 
workers, at least 90% conversion took place, when methylglyoxal 
was added in the initial stage of the experiment. A few instances 
will be mentioned below. 15 ce. of the fresh blood of the rabbit were 
diluted with an equal volume of 0.9% NaCl solution and were 
added with 19.86 mg. of methylglyoxal all together at the beginning 
of the experiment. The mixture was kept at 37°. The decrease 
of methylelyoxal and the increase of lactic acid were examined 
periodically on aliquots by the Barrenscheen and the Friede- 
mann-Cotonio-Shaffer method respectively. It was found in 
a control experiment which was run with blood alone, that lactic 
acid was produced progressively from the blood during the ineuba- 
tion. The results are shown in Table XI. The relatively low 
yields of lactic acid might be due partly to the destruction of 
methylelyoxal by its direct reaction with proteins and amino acids 
in the blood. 

Barrenscheen and his associates reported in the same paper 
an enigmatic finding that they observed on several occasions the 
reappearance of the methylglyoxal which had once disappeared by 
the action of blood glyoxalase. The amount of the methylglyoxal 
which reappeared was, however, 0.135 mg. at most, or covered only 
‘0.63% quantity of methylglyoxal added. We have never ex- 
perienced such a phenomenon in our experiments which were 
repeated more than 10 times. In a few cases of the control experi- 
ments which were performed on blood alone without the addition 
of methylglyoxal, there was observed the production of a scanty 
amount of a substance which gave blue color with our colorimetric 
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Tapue XI. Production of Lactic Acid from Methylglyoxal by the 
Action of Blood. 
19.86 mg. of methylglyoxal+15 ce. of rabbit’s blood +15 ce. of 0.9% NaCl 
solution, 37°C. 


Increase of lactic acid 
Decrease 
, Time of of 5 
Number of incubation | methyl- Control Actually Convey sis 

experiment Gatin’) Siroxal Found | experi- | ; creased (%) 

: Gue ) (mg.) ment Gi 

8 (mg.) 

2 18.96 36.01 aS Saye 22.44 94.7 
25 19.86 36.93 14.18 | 22.75 91.6 
£ 60 19.86 37.09 14.87 22.22 89.5 
180 19.73 42.55 20.31 22.24 90.2 
2 eh) 33.07 12.09 20.98 94.6 
II 60 19.86 e3ouls 13222 21.96 88.6 
120 19.86 38.73 16.42 22.31 89.8 


reagents and formed precipitate with 2.4-dinitrophenyl hydrazine. 
This substance is probably responsible for the methylglyoxal which 
was thought by Barrenscheen to have reappeared from the 
substrate once disappeared. He omitted this control experiment. 


SUMMARY. 

1. Girsavicius’ hypothesis that the destruction of methyl- 
elyoxal by the liver extract might be, in a large part, the result 
of the direct reaction of methylglyoxal with proteins and amino 
acids contained in the enzyme sample, was disproved by the follow- 
ing evidence. a) The content of proteins and amino acids in the 
elyoxalase or the co-enzyme solution was too small to consume 
methylglyoxal to any noticeable extent. b) Glyoxalase destroyed 
methylglyoxal with the concomitant and quantitative production 
of lactic acid. c) Methylglyoxal was unaffected by the dialyzed 
elyoxalase and its dialysate, while the same inactive glyoxalase 
converted methylelyoxal quantitatively into lactic acid in the 
presence of the co-enzyme. 

2. The progressive diminution of the glyoxalase content of 
the liver during inanition took place with different velocity in 
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different species of animals. The rabbit and the pigeon lost their 
glyoxalase much more slowly than the guinea pig and the rat. 
The diminution was proved to be principally due to the loss of 
the co-enzyme but not to the destruction of the enzyme itself. 

3. The loss of the enzyme activity on standing in solution 
was found to be the result of the simultaneous destruction of the 
enzyme and its co-enzyme. The rate of the decrease of the enzyme 
activity was not the same in various kinds of animals. While the 
fresh liver hash or the 10 minutes extract of the liver of the rabbit 
and the guinea pig had an enzyme activity of the same degree, 
the 60 minutes-extract of the latter was far less active than that 
of the former. 

4. Barrenscheen’s experiments on the blood glyoxalase 
were criticized. Glyoxalase of blood was also capable of convert- 
ing methyleglyoxal quantitatively into lactic acid under suitable 
conditions. 
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A basic compound C;Hy203N, first found by us (1929) in 
jack bean (Canavallia ensiformis) was proved to be a new di-amino 
acid in the following studies, therefore named canavanin. 

Canavanin is hydrolysed by some liver ferment, named canava- 
nase, previously reported, into urea and a new amino acid, as- 
eertained to have a chemical formula C4Hi 903Ne, named canalin. 


I. Tse Nature or CANAVANIN. 


I. The isolation and purification of canavanin. 

The oil-free jack bean meal was twice extracted with five times 
its quantity of 50% alcohol and all the alcoholic extract was con- 
densed into a syrup. 

On adding 95% alcohol to the syrup, the crude canavanin was 
precipitated as a viscous mass, which was dissolved in a little water 
and again precipitated with alcohol. After being sufficiently 
acidified with HeSOx., the calculated amount of flavianic acid was 
added to such a crude canavanin solution, so that canavanin was 
easily crystalised out almost quantitatively as flavianate, which 
was recrystallised from hot water. 

For the further purification, such a recrystalised flavianate 
was converted into picrate by the usual method. 

The yield of canavanin is 2.8% of the oil-free meal. 


II The nature of canavanin, its salts and derivatives. 


a. Free canavann. 


Free canavanin was obtained by setting it free from the picrate 


22Q 
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or flavianate and erystalising it from the alcoholic solution. Its 
aqueous solution is alkaline to phenolphthalein. It melts at 182°— 
183° decomposed. lees +8.09°. 

As the molecular formula of canavanin, C;H,203N,4 has been 
proposed from the results of analysis of its copper salt, in the 
previous papers (1929). Now this formula was again ascertained 
by the analysis of free canavanin, as follows: 


Anal. 
subst. 3.104mg COz 3.88mg H20 1.91mg C=34.09% H =6.88% 
{ » 3.942mg ,, 492mg ,, 2.46me,, =34.04%,, =6.98% 
subst. 4.722mg Ne 1.254cem(18°762mm) N=31.23% 
{ » 4£03d4mg ,, 1.182cem(16°770mm) | =3120% 
Cale. for CsHi203N4 C=34.07% H=6.87% N=31.82% 


Amino mtrogen as determined by Van Slyke’s method. 
subst. 13.33 mg (total-N 4.13 mg) 
No 3.63 cem (19°772 mm) 
amino-N 2.11 mg or 51.03% of total-N 


Two of four nitrogens contained in one molecule canavanin 
were estimated as amino nitrogen and one of them was liberated 
in five minutes like a-amino acid, but the other one required two 
hours for the complete liberation. 


Anno nitrogen as determined by formol method. 
substance 0.0885 ¢ (total-N 27.61 mg’) dissolved in 5 cem water, 
after. being neutralised to litmus, on adding 10 cem neutralised 
formalin, titrated with V/10 NaOH. 
N/10 NaOH required, 5.0 eem 
amino-N 7.00 mg or 25.35% of total-N. 


Instead of the neutralised canavanin, the aqueous solution of 
free canavanin, which is alkaline to phenolphthalein, was directly 
added with the neutral formol, so the alkaline solution became 
only neutral, but not acidic. It shows that one of two amino 
nitrogen does not’ combine with formol just as in the ease of 


arginine, namely, only one of two amino nitrogens being titrated 
in the formol solution. 
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b. Flavianate. 


Among canavanin salts the flavianate is most difficult to dis- 
solve in water (1: 200) and erystalised easily from the compara- 
tively dilute aqueous solution, therefore it is used conveniently for 
the isolation of canavanin. It changes into semifluid at 190°-192° 
and mealths at 210°-215° decomposed. 

Anal. subst. 5.721 mg Nz 0.667 cem (12.5° 764mm) N=13.95% 
Cale. for C5H1203N4°2CioHsOsNoS N=13.94% 


C. Lrerate. 

It is easily crystalised in needles and melts at 163°-164° de- 
composed. 

For the identification of canavanin the picrate is more suitable 
than flavianate. : 


d. Copper salt. 

Copper carbonate was dissolved in the ecanavanin solution to 
form the cavananin copper salt, which is very easily soluble in 
water. It melts at 205°-207° decomposed. 

Anal. subst. 4.813 meg COz 5.155 meg H20 2.500mg C=29.21% 
H=5.81% 
,»  4.028meg No 0.961 cem(29°761mm) N=27.01% 

Cale. for (C5Hi103N4)2Cu C=29.00% H=5.36% N=27.08% 


e. Methyl ester hydrochloride. 

It was prepared by sufficiently’ saturating with HCl gas in 
the suspension of canavanin in absolute methyl alcohol: It melts 
at 166°—167° decomposed. Its aqueous solutions is weakly acidic to 
litmus. 

Anal. subst. 0.470mg C024.55mg H2O 2.57megC =27.76% H=6.43% 
» 3.798mgNe 0.663cem (14° 767 mm) N=20.92% 
Cale. for CgHi03N.:2HCl C=27.37% H=6.13% N=21.30% 

According to the formation of ester with alcohol and of copper 
salt with copper carbonate and the results of the formol titration 
and the estimation by Van Slyke’s method, it was ascertained 
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that canavanin contained one carboxyl group and two amino 
groups, therefore being a di-amino acid. 


f. Benzoylcanavanin. 


Canavanin was treated with benzoylchloride and NaOH under 
cooling for six hours and then, on acidifying with HCl, a erystaline 
mass was separated out. After the mass was extracted with ligroin 
several times, the remaining benzoyleanavanin was dissolved in 
NaOH and again precipitated with HCl. It melts at 86° de- 
composed. 

Anal: subst. 6.079 mg Ne 0.547 eem (10° 769 mm) N=10.98% 

eale. for C5H903N4(CgH;CO) 3 N= 11507, 

It is known that three benzoyl groups are introduced into 

canavanin. 


g. Sulphate. 

Canavanin sulphate was obtained by erystalising from the 
alcoholic solution. It is easily soluble in water and its aqueous 
solution is acidic to congored. It melts at 172° decomposed. 
[ol], = +1941° a 

Anal. subst. 5.414mg N» 0.900 cem (13.5° 767mm) N=19.99% 

eale. for C5Hi203Ns-H»SO, N=20.43% 


III. Chemical properties of canavanin. 

Considering the property of canavanin to give urea on being 
hydrolysed by a liver ferment, we tested for such chemical pro- 
perties of canavanin as is shown by guanidine or ureide derivatives, 
from which urea is generally derived, on being hydrolysed. 


A. Tests for ureide derivatives. 

(a) Sechiff’s colour reaction by furfurol is characteristic of 
NH2CONH- group, but always negative for canavanin. 

(b) Canavanin with dimethyl-p-aminobenzaldehyde gives a 
greenish yellow colouration (Ehrlich’s urea test), but glycocoll 
is also positive to the same extent with the reagent. 

(c) Ferrie chloride test for ureido acid proposed by Lippich 
(1908) is positive, but this reaction is not confined to ureide deriva- 
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tives, because there are other cases where the same thing happens, 
as, for example, alanin also is positive. 

(d) Citrullin, 6-ureido-a-amino-n-valerianic acid, determined 
by Wada (1930), is easily decomposed into ammonia and ornithin, 
on warming in 5% baryta solution, but canavanin is quite stable 
in the saturated baryta or sodium carbonate solution warmed at 
45°, moreover even on boiling, liberates only a trace of ammonia in 
a short time. 

(e) Benzoylderivative could not be obtained in the case of 
ureido acid by Lippich (1908), in the case of canavanin the tri- 
benzoyl derivative was obtained. If canavanin is considered a 
ureido acid, we can not explain this formation. 

(f) The alkalinity of canavanin must be ascribed to its urea 
giving group, because a new amino acid canalin, which is produced 
from canavanin by splitting urea, is neutral to litmus. Therefore 
the urea giving group in canavanin can not be ureido group at 
least, which is neutral. 

From the above results (a)—(f), canavanin can not be sug- 
gested as a ureido derivative. 


B. Tests for guanidine derwatives. 

(a) It is known that when arginine or creatine are oxidised, 
guanidine or methyleuanidine is always found in the oxidation 
products. 

Now following the case of arginine, 1.8 g canavanin was treated 
at 40° with Ba(MnO,)>. for three hours and, after removing 
ammonia and baryta produced, picrie acid was added to the solu- 
tion. Nothing was detected but a small amount of some slightly 
soluble picrate, which sublimates about at 205°, differing from 
guanidine picrate. From the filtrate some amount of urea was 
obtained. 

(b) While the guanidine derivatives are always boiled with 
baryta to yield some amount of urea, now 3 g canavanin was boiled 
in 5% baryta solution for several hours, and only a trace of urea 
was detected by the xanthydrol method. 

(ec) Sakaguchi’s colour reaction for arginine is negative. 
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Diacetyl test is also negative, when canavanin is added with 0.5 eem 
normal solution of KOH and two drops of 1% diacetyl and filled 
up to 5cem as usually, but when instead of 0.5 cem KOH, 2 ecm 
KOH is used, a faint violet colour appears after standing over 
night. 
(d) On adding a fresh nitroprussid solution to canavanin, 
ne colour change occurs; if, however, leem canavanin solution made 
neutral or slightly acidic or alkaline be added with one drop of 
the 5% sodium nitroprussid solution, which has first been mode- 
rately exposed to sunlight, an almost permanent ruby red coloura- 
tion is produced. This colour reaction is more sensitive (1:10,000) 
than ninhydrin reaction and very characteristic of canavanin. 
Similar colour reaction also is observed on arginine and semi- 
carbazid, but these colours are only red, not ruby red, and not 
stable, differing from that of canavanin. 

This reaction too is observed in canavanin when it is treated 
with formol, but fails to appear in the case of benzoyleanavanin 
and canalin, which is formed from canavanin by splitting urea, 
therefore this reaction is considered to be due to the urea giving 
group in canavanin. : 

From these results (a)—(d), it can not be considered likely 
that the guanidine group, NH2C(NH)NH., is present in canavanin, 
but it is possible to suggest that ecanavanin is more nearly related 
to guanidine derivative than to ureide derivative. 


C. Other chemical properties. 

Canavanin does not reduce Fehling’s solution and ammoniecal 
silver solution on boiling. 

Pyrrol test by vanillin, Jaffe’s reaction by pieric acid, 
Legal’s reaction for ketone or aldehyde, Liebermann’s reaction 
for nitroso compounds, Pauli’s reaction for imidazol, all these 
reactions are negative for canavanin. 

II. Urea anp CaNAtlIN AS THE FERMENTATIVE PRODUCTS 
OF CANAVANIN. 


We have already shown in the previous papers (1929) that 
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canavanin was hydrolysed by a liver ferment, named canavanase, 
into urea and some unknown substance, the latter of which was 
determined to be a new amino acid, therefore named canalin, at 
this experiment. 


I. The optimal pH of canavanase. 

Canavanase was detected in the liver of the mammalia, ex- 
tracted easily with water and comparatively stable in an aqueous 
extract. 

Its optimal pH was determined under the following conditions. 

99 me canavanin in 2 cem water 

Reaction system< 4 cem water extract of pig liver(1:2) 

10 cem m/2 phosphate buffer solution 

After incubation at 37° for 14 hours, the urea produced was 

estimated by the usual urease method. 


pH urea-N mg produced 
720) 5.53 
7.2 6.36 
7.5 8.12 
Holl 9.31 
G9 9.03 
8.0 8.88 


The optimal pH is observed at 7.7, differing from that of 


arginase. 


IT. The verification of the formation of wrea. 

It has been reported that half of the total nitrogen of cana- 
vanin was liberated as urea at the complete hydrolysis by cana- 
vanase and now we confirmed these results, by using an insoluble 
ferment suspension, precipitated from extracts, and detecting the 
urea produced by the xanthydrol method. 

0.2214 @ canavanin in 10 cem water 

Reaction system? 6 cem ferment suspension 

4eem m/20 phosphate mixture (pH 7.7) 

During the reaction, further 12 ccm ferment suspension was 

supplemented to complete the reaction. After being incubated at 
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37° for 4 days, the mixture was slightly acidified by acetic acid, 
filtered from the suspension and the condensed filtrate was treated 
with xanthydrol as usual. 


Urea found as dixanthylurea, 0.5029 g. 
Urea as dixanthylurea calculated from the used canavanin, 
0.5250 g. 
The detected substance was proved to be dixanthylurea from 
its melting point 260° and the yield of urea amounted to 96% of 
that required by theory. 


III. Canalin as other reaction product. 


(A) Isolation of canalin. 

To avoid the impurities contained in the liver, we used a well- 
washed insoluble ferment suspension prepared as follows. We 
extracted ground pig liver with twice its weight of water, pre- 
cipitated with twice its volume of acetone, the precipitate was well 
washed with water three times from the soluble impurities and 
suspended in the same volume of water as original extract. 

1 @ canavanin ~ 
15 ecm ferment suspension 
10 cem m/10 sodium phosphate mixture (pH 7.7) 


The above mixture was filled up 66 cem with water and in- 
eubated at 37° for about five days, while 30cem suspension was 
supplemented a part at a time. After the complete fermenta- 
tion, the mixture was filtered from the suspension and the filtrate 
was added with the caleulated quantity of pierie acid. Fortunately 
canalin picrate is easily crystallised out even from the dilute solu- 
tion. 

For the further purification, such a picrate was converted into 
flavianate (m.p. 211°) in the usual manner. 

. The yield of canalin was about 70% of that caleulated from 
the canavanin used. 


(B) The nature of canalin, its salt and derivatives. 
a. Free canalin. 
Free canalin was obtained by setting it free from the picrate 
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and erystalising from the alcoholic solution. It is erystalised in 
lustrous fine needles without water of crystalisation and easily 
soluble in water. Its aqueous solution is almost neutral to litmus. 
It melts at 214° decomposed. [a]3}= —8.31° 
Anal. 

a 4.172me¢g CO 5.49mg H20 2.85mg C=35.90% H=7.65% 

~~ oe iuome,, 9.08me ,, 2:62me,, 36.12% ,,=T.12% 
fsubst. 3.301mg Ne 0.572cem(15° 769mm) N=20.78% 
Lo, 4.786mg ,, 0.819cem(13.5° 767mm) ,, =20.58% 
eale. for CyzHipOsN2 C=35.79% H=7.52% N=20.89% 


Amino nitrogen as determined by Van Slyke’s method. 
substance 11.45 meg (total-N 2.36 mg) 
No 2.05 eem (15° 765 mm) 
amino-N- 1.20 mg or 50.84% of total-N 
The liberation of nitrogen from canalin by HNO», was com- 
pleted in five minutes, similar to the a-amino acid. 


Amino mitrogen as determined by formol method. 
substance 0.0642 2 (total-N 13.03 mg) dissolved in 5 cem water, 
adding the neutralised formalin, titrated with V/10 NaOH to 
pink colour (phenolphthalein). 
N/10 NaOH required, 4.6 ccm 
amino-N 6.44 mg or 49.42% of total-N 
One of two nitrogens contained in canalin is estimated as amino 
nitrogen. 
 b. Picrate. 
Among canalin salts the picrate is the most difficult to dissolve 
in water. It melts at 192°-193° decomposed. 
Anal. subst. 5.264 mg N»2 0.819 cem(16.5° 772 mm) N= 18.64% 
Cale. for C4H1903N2:2Ce6H3N307 N=18.92% 
c. Hydrochloride. 
It was obtained by erystalising from its alcoholic solution. It 
is easily soluble in water. It melts at 166° decomposed. 
Anal. subst. 4.200 mg No 0.493 cem (21° 760 mm) N=13.63% 
Cale. for C4H1903N2° QC la N= 13.53% 
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d. Copper salt. 

Copper carbonate was dissolved in canalin solution to form its 
copper salt, which was crystalised from the alcoholic solution. It 
is readily decomposed by drying at 100°, changing colour to green. 

The copper salt crystalised from its aleoholic solution is easily 
soluble in water and does not contain water of erystalisation, but 
is Sometimes mixed with a small amount of the copper salt, which 
is very hardly soluble in water and with water of erystalisation. 

When such a salt is heated for drying, before the water of 
crystalisation is lost, the copper salt itself is decomposed, therefore 
at the analysis the good results could not be obtained. 


Anal. subst. 4.262mg COs 4.77 mg H2O 2.21mge C=30.55% 
H=5.81% 
»  4.818me N»2 0.641eem (14° 775mm) N=16.13% 
» 34.782mge CuO 8448me Cu=19.40% 
Cale. for CsHis06NasCu C=29.11% H=5.50% N=16.99% 
Cu=19.28% 


Amino nitrogen as determined by Van Slyke’s method. 
substance 0.0329 g (total-N 5.29mg) ~ 
N. 4.8 cem (26° 761 mm) 
amino-N 2.66 meg or 50.28% of total-N 

Methyl ester hydrochloride could not be obtained in a erysta- 
line form, but the formation of ester was ascertained. 

From the formation of copper salt and methylester and the 
results of formol titration and estimation by Van Slyke’s method, 
canalin is considered a mono-amino acid. 

e. Benzoylcanalin. 

Canalin was treated with benzoylchloride and NaOH for six 
hours, and, on acidifying with HCl, benzoyleanalin was separated 
out with benzoic acid, the latter of which was extracted off with 
ether. The remaining benzoyleanalin was reerystalised from its 
alkaline solution by acidifying with HCl. 

It is slightly soluble in water and soluble in alcohol. It melts 
at 99° decomposed. 


Anal. subst. 6.501 mg Nz 0.449 eem (12° 772 mm) N=8.40% 
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Cale. for CyHsO03N2(CgsHsCO)2 N=8.19% 

(C) Chemical properties of canalin. 

Canalin does not reduce Fehling’s solution and ammonical 
silver solution on boiling. 

It is precipitated by silver nitrate in the alkaline solution, but 
not in the neutral or acidic solution and produces a yellow pre- 
cipitate with Nessler’s reagent. 

It gives a typical ninhydrin reaction and ferric chloride reac- 
tion as in the case of canavanin. Jaffe’s colour reaction by picric 
acid is positive, but the produced reddish orange colour is fainter 
than that of creatinine and Weyl’s reaction by nitroprussid for 
creatinine is negative. 


SUMMARY. 


Canavanin is a new di-amino acid contained in Canavalin 
ensiformis, having a molecular formula C;H1203N,4, and is hydro- 
lysed by a liver ferment to urea and a new mono-amino acid, 
canalin, having a molecular formula C,H 9O3Ne, thus :— 


Cs Hy203N4 + H,0 = CONeH,4 + C4Hi903Ne 


Canavanin is not considered to be a ureide derivative, but it 
is doubtful whether it might not be a guanidine derivative. 
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UBER DIE PHOSPHATE DER MUSKELN BEI 
B-AVITAMINOSE. 


Von 


SHIGERU NAGAT. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultat 
der Kaiserlichen Kyushu-Uniwersitat zu Fukuoka. 
Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Hingegangen am 4. Juli, 1932) 


Schaumann(1909) hat in seinen klassischen Untersuchungen 
darauf aufmerksam gemacht, dass der polierte Reis im Gegensatz 
zu dem nicht oder nur unvollstandig entschalten Reis sehr arm an 
Phosphaten ist. Im Verfolg seiner Arbeiten machte er dann die- 
selben Beobachtungen auch bei allen anderen ahnlichen Nahrungs- 
mitteln, die Berri-berri oder experimentelle Polyneuritis hervor- 
zurufen vermogen. Er neigte daher anfangs dazu, den Mangel an 
Phosphaten schlechthin als ursachliches Moment fiir diese Erkran- 
kungen anzusehen. 

Als nun aber entdeckt wurde, dass das Vitamin-B (dargestellt 
von Funk in relativ reinem Zustande) tatsachlich phosphorfrei 
war, musste Schaumann seine Hypothese ummodeln. Anderer- 
seits hat Yoshiue (1922) bei semen Versuchen mit Mausen ge- 
funden, dass der Phosphorgehalt der Aschen avitaminoser Tiere 
vermindert war; auf das Koérpergewicht berechnet aber war der 
Phosphorgehalt bei Avitaminose erhoht. Morinaka (1922 und 
1923) hat bei seinen Versuchen diesen Befund bestatigt und daz 
weiter bemerkt, dass die Weichteilmassen des Korpers im avi- 
taminésen Zustande die Fahigkeit zur Phosphorbindung nicht 
verlieren. Lawaczeck (1923) hat ebenfalls gefunden, dass der 
Gesamtphosphorgehalt der Skelettmuskulatur und des Herzens bei 
der Tauben-Berri-berri auf die frischen, bei der Avitaminose etwas 
wasserreichen Organe berechnet vermindert, auf die Trocken- 
substanz bezogen aber normal ist. 

Neuerdings hat man durch die fortgeschritteneren Forschungen 
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auf dem Gebiete der Muskelphysiologie verschiedene Phosphor- 
verbindungen entdeckt. A. Harden und W. J. Young (1906), 
CG. Neuberg (1918), R. Robison (1922) und G. Embden (1923) 
fanden verschiedene Formen von Hexosephosphaten, P. Eggleton 
und G. 8S. Eggleton (1927), sowie spiter C. H. Fiske und Y. 
Subbarow (1929) das Phosphagen (eine Verbindung von Kreatin 
mit Phosphorsdure) und K. Lohmann (1928) des Adenylpyro- 
phosphat. 

Im Jahre 1929 haben A. Palladin und S. Epelbaum bei 
Tauben nachgewiesen, dass bei chronischer Polyneuritis der Gesamt- 
gehalt der Muskeln an Kreatin so gut wie unverdndert bleibt, 
dagegen der an Kreatinphosphorsaéure deutlich vermindert, der an 
Lactacidogen haufig erhéht ist, wie beim Hungern; wo sich die 
akute Form der Polyneuritis ausbildete, wurde eine Vermehrung 
des Kreatins, besonders aber der Kreatinphosphorsaure beobachtet. 
Der Lactacidogengehalt der Muskeln war niedriger als bei gesunden 
Tieren. 

Bei dem Kohlenhydratstoffwechsel spielen die Phosphate eime 
wichtige Rolle. Es diirfte daher von besonderem Interesse sein, 
das Verhalten der Phosphorsiureverbindungen, besonders bei 
abnormem Kohlehydratstoffwechsel, wie bei der Reiskrankheit, zu 
studieren. 

Nach Lohmann habe ich die Phosphate in total saurelodsliche 
Phosphate, wahre anorganische Phosphate, Phosphagen, Pyrophos- 
phat und eine Hexosephosphatfraktion (Hexosemonophosphat und 
Adenylsaure) eingeteilt. Zu meinen Versuchen habe ich an B- 
Avitaminose leidende weisse Ratten und Tauben beniitzt. Die 
Versuche wurden mit avitamindsen und gesunden Tieren in 
Parallel-Versuchen unter vollig gleichen Bedingungen dureh- 
gefiihrt. Die B-Avitaminose der Ratten wurde dureh Fiitterung 
mit dem Pulver von poliertem Reis und dem MecCollum’schen 
Salz Nr. 318, die der Tauben durch Verfiitterung von poliertem 
Reis hervorgerufen. Die charakteristischen Erscheinungen der 
Krankheit traten nach ea. 83-4 Wochen langer Fiitterung hervor. 

Die durch Dekapitation entbluteten Tiere wurden sofort seziert: 
Das herausgenommene Gewebe wurde sofort nach der Auswagung 
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mit der Torsionswage in eine weithalsige Flasche, die 10.0 eem 
7%iger Trichloressigsiure enthielt und vorher in einer Kalte- 
mischung abgekiihlt worden war, eingebracht, mit der Schere fein 
zerkleinert und nach 10 Minuten filtriert. Die Bestimmung der 
verschiedenen Phosphate wurde bei diesem Filtrate fast ausschliess- 
lich nach der von Lohmann und Jendrassik (1928) ange- 
gebenen Modifikation der kolorimetrischen Phosphorsdurebestim- 
mung von Fiske und Subbarow ausgefiihrt. Dabei habe ich 
die folgenden 4 Stufen unterschieden : 

Stufe a—Bald nach der Filtration wurden 2.0 cem des Fil- 
trates in’ ein Reagenzglas einpipettiert und mit 2.0cem 1%igem 
Ammoniak sehwach ammoniakalisch gemacht. Darauf wurden 
2.0 cem des Mathison’schen Reagens zugesetzt. Die Kristallisa- 
tion des Phosphorammoniummagnesiums erfolgte vollstandig nach 
etwa 24 Stunden. Die abgeschiedenen Kristalle wurden durch 
Zentrifugieren angesammelt, die Fliissigkeit wurde abgesaugt und 
das Glaschen mit 1%igem Ammoniak aufgefillt. Alsdann wurde 
wieder in Molybdatreagens gelost und dann kolorimetriert. 

Stufe b.—2-3 Stunden nach der Filtration wurde das Phosphat 
in 1 cem des Filtrates kolorimetrisch bestimmt. 

Stufe ¢—1.0 cem des Filtrates wurde mit 1.0 cem 2N-Salzsaure 
wiihrend 7 Minuten im heissen Wasserbade erhitzt und dann die 
kolorimetrische Bestimmung vorgenommen. 

Stufe d—1.0cem des Filtrates wurde in feuchtem Zustande 
mit 1.0cem 2N-Schwefelsaure und 0.2cem 2N-Salpetersaure 
verascht, und sodann die kolorimetrische Bestimmung vorgenom- 
men. 

Stufe a ist das wahre anorganische Phosphat, die Differenz 
zwischen b und a das Phosphagen, die Differenz zwischen ¢ und b 
das Pyrophosphat, die Differenz zwischen d und ¢ die Hexose- 
phosphat-Fraktion und d das totale saurelosliche Phosphat. 

Bei-den Versuchen mit Ratten (Tabelle I) bestand bei den 
Herz- und Beinmuskeln bez. des totalen sdéureloslichen Phosphats 
fast gar kein Unterschied zwischen den gesunden und den avi- 
taminésen Tieren, wahrend das wahre anorganische Phosphat bei 
den avitaminosen Tieren etwas vermehrt war. Das Phosphagen, 
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TABELLE I. 


Gesunde Ratten. 


(P mg in 1.0 g des feuchten Gewebes) 


Totales Wahres Hexose- 
e a Phos- Pyro- 
Pe sdurelosl. | anorgan. phosphat- 
_ Gewebe | Phosphat | Phosphat | Phage | PhospOat | ‘fraktion 
Pmg Pmg 8 8 Pmg 
ny [Hern 0.709 0.450 0.124 0.110 0.025 
i Beinmuskel 1.134 0.548 0.231 0.283 0.072 
é Herz 0.692 0.395 0.104 0.135 0.058 
» “ | Beinmuskel 0.975 0.435 0.207 0.286 0.047 
3 | Herz 0.671 0.402 0.119 0.133 0.017 
¢ Beinmuskel 0.138 0.459 0.234 0.423 0.022 
4 Herz 0.765 0.456 0.115 0.138 0.056 
at Beinmuskel 1.068 0.514 0.232 0.297 0.025 
5 Herz 0.723 0.432 0.108 0.141 0.042 
s Beinmuskel 0.138 0.563 0.220 0.312 0.043 
6 Herz 0.689 0.453 0.091 0.106 0.039 
ie Beinmuskel 0.990 0.456 0.231 0.242 0.061 
Mittel- | Herz 0.708 0.431 0.110 0.127 0.040 
wert Beinmuskel 1.074 0.496 0.226 0.307 0.045 
B-avitaminose Ratten. 
Nr Herz 0.758 0.528 0.094 0.085 0.051 
Beinmuskel 1.147 0.684 0.141 0.304 0.018 
9 Herz 0.620 0.432 0.073 0.089 0.026 
% Beinmuskel 1.181 0.723 0.116 0.315 0.027 
3 Herz 0.714 0.548 0.038 0.103 0.025 
ge Beinmuskel 1.079 0.545 0.114 0.356 0.064 
i Herz 0.704 0.466 0.083 0.110 0.045 
‘ Beinmuskel 1.062 0.549 0.197 0.251 0.065 
5 Herz 0.739 0.545 0.085 0.091 0.018 
ad Beinmuskel 1.098 0.652 0.159 0.242 0.045 
: Herz 0.673 0.554 0.051 0.057 0.011 
we Beinmuskel 1.001 0.445 0.199 0.345 0.012 
Mittel- | Herz 0.701 0.512 0.071 0.089 0.029 
wert Beinmuskel 1.095 0.600 0.154 0.302 0.039 
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das fur die Muskelleistung, d.h. die Muskelkontraktion eine grosse 
Bedeutung hat und, besonders in saurem Milieu leicht spaltbar 
ist, wahrend es in alkalischem viele Stunden lang intakt erhalten 
werden kann, war in allen Fallen bei den avitaminésen Tieren 
deuthch vermindert. Das Pyrophosphat wurde von Lohmann 
entdeckt und hat in Verbindung mit der Adenylsiure als Co- 
Ferment bei dem Kohlehydratstoffwechsel eine wichtige Aufgabe. 
Nach Barrenscheen und Bela Vasarhelyi (1931) ist der 
Gehalt des Blutes an Pyrophosphat dessen glykolytischem Ver- 
mogen entsprechend. 

Ich fand das Pyrephosphat bei den Herzmuskeln der avi- 
taminosen Tiere vermindert, bei den Beinmuskeln aber unverandert. 
Die Hexosephosphatfraktion (Hexosemonophosphat und Adenyl- 
sdure) war in allen Muskeln der avitamindsen Tiere vermindert. 
Das Hexosemonophosphat (Embden’sches Lactacidogen) ist mit 
der Muskelleistungsfahigkeit eng verkniipft und spielt bei dem 
intermediaren Kohlehydrat-Stoffwechsel eine Hauptrolle. 

Bei den Taubenversuchen (Tabelle IT und III) war das totale 
sdurelosliche Phosphat in allen Muskeln der avitaminosen Tiere 
etwas vermindert, das anorganische Phosphat aber zeigte gegen- 
liber der Kontrolle keinerlei deutlichen Unterschied. Das Phos- 
phagen zeigte sich ebenso wie bei den Rattenversuchen mit B- 
Avitaminose auch bei den Tauben in allen Fallen vermindert, was 
mit der Ansicht tibereinstimmt, dass die Leistungsfahigkeit der 
Muskeln stark geschadigt wird. Etwas abweichend von der Ratten- 
versuchen zeigte sich das Pyrophosphat in den Beinmuskeln der 
avitaminosen Tauben etwas vermindert, wogegen sich aber bei den 
Herz- und Brustmuskeln fast gar kein Unterschied feststellen hess. 
Die Hexosephosphatfraktion war in allen Muskeln der avitaminosen 
Tauben vermindert. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die bisher erhaltenen Resultate lassen sich kurz wie folgt 
zusammen fassen : 

1. In dem Gehalt an totalem sdureldslichem Phosphat und 
wahrem anorganischem Phosphat zeigen die Muskelorgane von 
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TABELLE II. 
Gesunde Tauben. 
(P mg in 1.0 g des feuchten Gewebes) 
Totales Wahres Hexose- 
= aS Phos- Pyro- 
; sdurelosl. | anorgan. phosphat- 
Tier Gewebe Phosphat | Phosphat pe a ei éraaoe 
Pmg Pmg 8 Pmg 
Herz 0.765 0.603 0.084 0.055 0.023 
Nr 1 | Brustmuskel 1.144 0.588 0.220 0.309 0.027 
Beinmuskel 1.032 0.534 0.205 0.252 0.041 
Herz 0.855 0.630 0.113 0.070 0.042 
» 2 | Brustmuskel 1.130 0.599 - 0.174 0.246 0.111 
Beinmuskel 1.041 0.529 0.210 0.291 0.011 
Herz 0.866 0.651 0.116 0.073 0.026 
» 3 | Brustmuskel 0.943 0.551 0.120 0.256 0.016 
ae 1.057 0.506 0.208 0.319 0.024 
aise 0.855 0.635 1.098 0.094 0.030 
» 4 | Brustmuskel 1.086 0.499 0.232 0.307 0.048 
Beinmuskel 1,042 0.549 0.165 0.295 0.033 
Herz 0.703 0.547 0.086 0.045 0.025 
» 5 | Brustmuskel 0.955 0.506 0.210 0.191 0.048 
Beinmuskel 0.972 0.521 0.197 0.185 0.069 
Herz 0.725 0.540 0.095 0.068 0.022 - 
» 6 | Brustmuskel 1.128 0.522 0.229 0.314 0.063 
Beinmuskel 0.946 0.543 0.132 0.214 0.057 
Herz 0.795 0.601 0.099 0.068 0.027 
pu Brustmuskel | 1,064 0.544 0.198 0.270 0.052 
Beinmuskel 1.015 0.530 0.186 0.259 0.040 


gesunden und B-avitamindsen Tieren keinerlei deutliche 
schiede. 


Unter- 


. 2. Der Pyrophosphatgehalt, bei den Ratten in den Herz- 
muskeln, bei den Tauben in den Beinmuskeln, ist bei B-Avitaminose 
vermindert; dagegen zeigt er bei den Ratten in den Beinmuskeln, 
bei den Pethen in den Herz- und Brustmuskeln gegeniiber der 
Kontrolle keinen nennenswerten Unterschied. 
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TABELLE III. 
B-avitaminése Tauben. 
(P mg in 1.0 g des feuchten Gewebes) 
Totales Wahres Hexose- ‘ 
ee 2 : Phos- Pyro- 
: saurelosl. | anorgan. ee. y phosphat- 
te: Gemcre Phosphat Phosphat agae prgev bat fraktion 
P mg Pmg ms me. Pmg 
Herz 0.731 0.584 0.056 0.062 0.029 
Nr 1 | Brustmuskel 1.035 0.547 0.165 0.281 0.042 
Beinmuskel 0.968 0.573 0.137 0.242 0.016 
Herz 0.665 0.468 0.093 0.077 0.027 
» 2 | Brustmuskel 0.872 0.496 0.113 0.246 0.017 
Beinmuskel 0.828 9.525 0.123 0.140 0.040 
Herz 0.829 0.636 0.105 0.068 0.020 
» 8 | Brustmuskel 0.998 0.554 0.157 0.272 0.015 
Beinmuskel 0.952 0.541 0.172 0.229 0.010 
Herz 0.699 0.573 0.053 0.052 0.021 
» 4 | Brustmuskel 1.087 0.585 0.181 0.283 0.038 
Beinmuskel 0.932 0.587 0.102 0.224 0.019 
Herz 0.755 0.581 0.059 0.092 0.023 
> oO | Brustmuskel 1.043 0.553 0.162 0.294 0.0384 
Beinmuskel 0.896 0.540 0.112 0.226 0.018 
Herz 0.678 0.517 0.072 0.075 0.014 
» 6 | Brustmuskel 1.153 0.647 0.157 0.307 0.042 
Beinmuskel 0.969 0.614 0.073 0.260 0.022 
Herz 0.726 0.560 0.073 0.071 0.022 
Mattel | Brustmuskel 1.031 0.564 0.156 0.280 0.031 
Beinmuskel 0.924 0.563 0.120 0.220 © 0.021 
3. Das Phosphagen und die Summe von Hexosemonophosphat 


und Adenylsaure sind bei allen Organmuskeln bei B-Avitaminose 


deutlich vermindert. 
Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. K. Kodama 


spreche ich fiir die Unterstiitzung bei diesen Untersuchungen und 
fiir giitige Durchsicht meines Manuskriptes meinen herzlichsten 


Dank aus. 
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Collazo (1922) hat beobachtet, dass im Initialstadium der 
B-Avitaminose Hypoglykéamie und dann Hyperglykamie auftritt, 
die allmahlich gesteigert wird, sodass letzten Endes die schweren 
Symptome des Zentralnervensystems, Lahmungen, Spasmen oder 
Zwangsbewegungen usw. ursichlich auf die Hyperglykamie 
zurickzufiihren seien. Rubino und Collazo (1923) fanden, 
dass je nach dem Stadium der B-Avitaminose die Leber Glykogen 
-arm oder -frei wird. Sie fanden, dass auch der Glykogen- 
gehalt der Muskeln herabgesetzt ist, doch dass es schiene, als ob 
diese an ihren Glykogenbestaéanden etwas ziéher festhielten. Aus- 
serdem stellten sie fest, dass grosse Zuckergaben bei avitamindsen 
Tieren die Avitaminose steigern und schliesslich schwere Krank- 
heitserscheinungen hervorrufen. Als Erklarung dieser Erschei- 
nung gibt Collazo an, dass wahrscheinlich infolge B-Vitamin- 
Mangels der Zucker auf dem normalen Wege nicht abgebaut werden 
kann und infolgedessen in noch unbekannte, stark toxisch wirkende 
Spaltunegsprodukte umgewandelt wird. Rubino und Collazo 
sind der Ansicht, dass die bei fortgeschrittener B-Avitaminose 
beobachtete Hyperglykamie auf die Anwesenheit aus Zucker ent- 
standener stark toxischer reduzierender Produkte zurtickzufihren 
ist. Biekel und Kaufmann-Cosla (1925) fanden, dass bei der 
B-Avitaminose der Kohlenstoffgehalt des Harns vermehrt ist. 
Ferner beobachteten Collazo, Shinoda w.a., dass bei der B- 
Avitaminose des Hundes ausnahmsweise leichte Glykosurie, im 
Spiatstadium Ausscheidung von Glykuronsaure im Harn stattfinden. 
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Die ersten Angaben itiber die wichtige Rolle, die die Phosphor- 
siiure bei der Glykolyse, d.h. der Milchsaiurebildung in tierischen 
Zellen spielt, haben Embden und seine Mitarbeiter gebracht. Sie 
fanden, dass im Muskelpressaft gleichzeitig mit der Milchsaure in 
Aiquimolekularer Menge Phosphorsiure entsteht. Die Milchsaure 
wird in den Muskeln nicht direkt aus dem Zucker gebildet, sondern 
erst durch Vermittelung eines Zuckerphosphersaureesters ; sie 
wird bei den Zuckerabbauprozessen unter Teilnahme der Phosphor- 
sdure auf fermentativem Wege in organische Form tbergefthrt, 
und man nimmt an, dass dann durch Ksterifizierung mit Zucker 
verschiedene Hexosephosphorsauren entstehen. Die Synthese 
dieses Esters wird dureh das Enzym ‘‘Phosphatese’’ (Euler und 
Kullberg 1911) und der Abbau durch die ‘‘Phosphatase’’ (Har- 
den und Young 1910) katalysiert. 

Hier erhebt sich im Zusammenhang mit der abnormen Zucker- 
spaltung der B-Avitaminose die Frage, ob irgendwelche Unter- 
schiede in der Phosphorylierungsfahigkeit und im Phosphatase- 
gehalt der Organs zwischen gesunden und B-avitaminésen Tieren 
bestehen. G. Shinoda (1924) hat die Phosphorylierung des 
Muskel- und Leberbreis von gesunden, hungernden und = avi- 
taminosen Tauben untersucht, aber keinen bestimmten Unterschied 
finden kénnen. J. Bodnar und A. Karell (1930) haben die 
Phosphorylierungsfahigkeit und Phosphatasewirkung an dem 
Muskel- und Leberbrei von gesunden und B-avitaminésen Tauben 
untersucht und dabei gefunden, dass beziigl. der Phosphorylierungs- 
fahigkeit wesentliche Unterschiede bestanden. Ihre Bestimmungs- 
methode der Phosphorylierungsfihigkeit bestand darin, dass sie zu 
2 ¢@ des Gewebsbreis 30 mg Glykogen, 1 ceem 1%iges NasHPO, und 
leem 2%iges NaF’ hinzusetzten und sofort bzw. nach 6 Stunden 
das anorganische Phosphat bestimmten. Die Differenz der beiden 
Bestimmungen haben sie als Phosphorylierungsfahigkeit angenom- 
men. Mit Hilfe dieser Methode haben sie im Mittel von 6 Ver- 
suchen aus 1g der feuchten Brustmuskulatur gesunder Tauben 
1.41 mg P.20;, bei den avitaminésen Tauben aber 2.50 me esterifi- 
ziert. Bei der Leber war der Unterschied noch grosser ; es wurden 
0.35 mg bezw. 0.86 mg esterifiziert. Ihre Methode zur Herstellung 
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der Phosphatase bestand darin, dass sie zu 2g des Gewebebreies 
5 cem 1%iges Hexosediphosphorsaures-Natrium und 0.5 cem Toluol 
hinzusetzten und das anorganische Phosphat sofort und nach 6 
Stunden bestimmten. Es wurde bei den Brustmuskeln ebenso wie 
bei der Leber von dem zugesetzten Phosphorsaureester in gleicher 
Starke Phosphorsaure abgespalten. 

Verf. hat ausser bei den Brustmuskeln und der Leber weiterhin 
festzustellen unternommen, ob auch bei Gehirn, Herzmuskeln und 
Niere im Zusammenhang mit der abnormen Zuckerspaltung der 
B-Avitaminose irgendwelche Unterschiede in der Phosphatese und 
in der Phosphatase der Organe zwischen gesunden und B-avit- 
aminosen Tieren bestehen. 


MertTHopik. 


Zu den Versuchen habe ich sowohl gesunde wie avitaminose 
Tauben bentitzt. Die B-Avitaminose wurde durch Fiitterung mit 
poliertem Reis hervorgerufen. Wenn sich dann nach 3-4 Wochen 
die charakteristischen Krankheitserscheinungen einstellten, wurden 
die Tiere durch Dekapitation getotet, sofort seziert, die heraus- 
genommenen Organe (Gehirn, Herz, Nieren, Brustmuskulatur und 
Leber) mit der Torsionswage in 2 fast gleiche Teile ausgewogen 
und mit einer Schere sehr fein zerschnitten. Dem gewebebrei 
wurden zugesetzt:1.0cem 1%ige Naz2HPO,, 1.0 ccm 2%iges Nak 
und 1.0 cem 1.5%iges Glykogen. Ein Teil wurde dann sofort mit 
7.0 cem 7%iger Trichloressigsiure enteiweisst und nach 10 Minuten 
filtriert, wahrend der andere Teil bei 38-39°C. im Thermostaten 
wahrend 6 Stunden aufbewahrt und erst dann in der gleichen Weise 
enteiweisst wurde. Bei beiden Filtraten wurde das anorganische 
Phosphat bestimmt und die Differenz als die esterifizierte Phosphor- 
menge angenommen. 

Zu den Phosphatase-Versuchen wurden dem Gewebebrei einer- 
seits 5.0.cem 1%ige Candiolin-Bayer-Lésung (Hauptbestandteil: 
Hexosediphosphorsaures-Calcium), 0.2 cem Toluol und andereiseits 
4.0 cem Glykokoll-Natronlauge-Puffer (Px 8.6), 1 ccm 1%iges Gly- 
zerinphosphorsaures-Caleium und 0.2cem Toluol zugesetzt, und 
dann ein Teil mit 10%iger Trichloressigsiure enteiweisst und nach 
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10 Minuten filtriert, wihrend mit dem anderen Teile erst nach. 
6 stiindiger Aufbewahrung bei 38-39°C. im Thermostaten in 
eleicher Weise verfahren wurde. Bei beiden Filtraten wurde das 
anorganische Phosphat bestimmt und die Differenz als abgespaltener 
Phosphor angenommen. Die Phosphorbestimmung geschah nach 
der w.o. bereits niher angegebenen Methode. . 


RESULTATE. 


Die Phosphorylierungsfahigkeit des Gehirns (Tabelle I) bei 
den gesunden Tauben, gemessen an der innerhalb 6 Stunden esterifi- 
zierten Phosphormenge, betrug bei 1.0 g feuchtem Gewebe durch- 
sehnittlich 0.256 mg und bei den avitaminésen Tauben 0.260 mg; 
es zeigt sich also fast gar kein Unterschied. Die Phosphory- 
lierungsfahigkeit des Herzens (Tabelle II) betragt bei gesunden: 
Tauben 0.530 mg, bei den avitaminésen 0.641 mg, ist also bei den 
letzteren um 20.8% vermehrt. Bei den Nierenversuchen (Tabelle 
III) zeigt sich in Ubereinstimming mit der starkeren Phosphatase- 
wirkung ein negativer Wert fiir die esterifizierte Phosphormenge, 
d.h. pro 1.0 g feuchten Gewebes bei den gesunden —0.281 me und 


TABELLE I. 
ieee des Gehirns. 


gesunde neha | B-avitaminése Taube 
in in esteri- in in esteri- 
0 Stunde | 6 Stunden} fizierter 0 Stunde |6 Stunden)! fizierter 
P mg P mg P mg P mg Pmg Pmg 
Nril 2.104. 1.865 0.239 Nr 1 2.050 LR TASS 0.297 
Soe 2.037 Weel 0.306 one 2.118 1.881 0.237 
Beh 1.950 172 0.238 roae 1.916 1.690 | 0.226 
at 1.986 1.703 0.283 »y 4 1.962 1.691 0.271 
aD 1.909 1.661 0.248 ed) 1.932 1.678 0.254 
0 1.927 1.703 0.22 Oi) L905: 1.632 0.273 
eperaciesten Pmg im esterifizierter P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 ¢ 0.256 Mittelwerte pro 1.0 ¢ 0.260 
feuchtes Gewebe feuchtes Gewebe 


PPR cree mare ; Gewebebrei+1% NasHPO, 1 cem+2% NaF 1cem 
+1.5% Glykogen 1 cem. 
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TABELLE IT. 
Phosphorylierungsfahigkeit des Herzens. 


gesunde Taube B-avitaminose Taube 


in in | esteri- in in esteri- 
0 Stunde |6 Stunden! fizierter 0 Stunde | 6 Stunden| fizierter 
Pmeg P mg P mg P mg P mg P mg 
Nr1l| 2.494 2.020 0.474 ||Nr1| 2.339 1.669 0.670 
By || BARYaES 1.875 0.469 shee. 2.250 1.544 0.706 
te 2.425 1.898 0.527 ot 2.095 1.539 0.556 
» 4} .2.308 1.788 0.520 oy 4 2.021 1.456 0,565 
» 0 | 2.254 1.641 0.613 Ho 2.418 Le: 0.695 
SO 2.228 M6525) 03576 op 2.106 1.451 0.655 
esterifizierter P mg im | | esterifizierter P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 ¢g 0.530 Mittelwerte pro 1.0 g 0.641 
feuchtes Gewebe feuchtes Gewebe 


TABELLE ITI. 
Phosphorylierungsfahigkeit der Niere. 


gesunde Taube B-avitaminose Taube 
in in | esteri- in in | esteri- 
0 Stunde | 6 Stunden] fizierter 0 Stunde | 6 Stunden} fizierter 
Pamgay || ee eam: Pmg P mg Pmg P mg 

Nr il 1942 | 2.192 —0.250 | Nr1l 2.368 2.549 —0.181 
nD) 2.166 | 2.458 —0.292 cp 2.289 2.501 — 0.212 
ayes 2.061 2.306 — 0.245 ee DIS 2.436 — 0.299 
» 4 2.013 2.318 —0.305 aac 2.199 2.472 —0.273 
aes 2.077 2.388 —0.311 0) 2.275 255359 Ne e078 
451.6 1.971 2.261 — 0.290 AO 2.321 2.516 —0.195 

esterifizierter P mg im esterifizierter P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 ¢ —0.281 Mittelwerte pro 1.0 g — 0.240 

feuchtes Gewebe feuchtes Gewebe 


bei den avitaminésen —0.240 mg; danach besteht also bei der B- 
Avitaminose eine Vermehrung um 14.6%. Die Phosphorylierungs- 
fahigkeit der Brustmuskulatur (Tabelle IV) betrug bei den 
gesunden Tauben 0.680 mg, bei den avitaminosen 0.899 mg; es 
besteht also bei der B-Avitaminose eine Vermehrung um 32.2%. 
Bei den Leberversuchen (Tabelle V) zeigte sich wie bei denen mit 
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TABELLE IV. 
Phosphorylierungsfahigkeit des Brustmuskels. 


gesunde Taube B-avitaminose Taube 
in in esteri- in im esteri- 
0 Stunde | 6 Stunden} fizierter 0 Stunde | 6 Stunden| fizierter 
P mg Pmg Pmg | Pmg P mg Pmg 
Nr 1 2.500 1.785 0.715 Nr il 2.985 1.942 1.042 
ae 2.597 1.980 0.617 ae 2.899 1.905 0.994 
Fie 2.500 1.754 0.746 > S 2.857 2.020 0.837 
wt 2.597 2.083 0.514 me ot 2.739 1.905 0.834 
3D 2.439 1.667 0.772 feo 2.564 | 1.770 0.794 
Bile 2.567 1.852 0.715 sgn 2.817 1.923 0.894 
esterifizierter P mg im esterifizierter P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 g 0.680 Mittelwerte pro 1.0 g 0.899 
feuchtes :'Gewebe feuchtes Gewebe 


TABELLE V. 
Phosphorylierungsfahigkeit der Leber. 


gesunde Taube | B-avitaminose Taube 

in in esteri- aay | in esteri- 
0 Stunde | 6 Stunden] fizierter OStunde |6 Stunden] fizierter 
P mg P mg P mg Pmg P mg Pmg 
Nril 1.852 2.105 —0.253 || Nr 1 2.000 1.961 0.039 
Be 1.905 2.173 — 0.268 Py 1.980 2.020 —0.040 
» 3 1.961 2.222 — 0.261 os 1.980 2.069 —0.089 
» 4 1.887 2.105 —0.218 » + 1.905 1.961 — 0.056 
nob) 1.887 2.083 — 0.196 Ae D 2.000 2.105 —0.105 
oe) 1.905 2.247 — 0.342 5x0 1.942 2.041 —0.099 

esterifizierter P mg im esterifizierter P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 ¢ —0.256 || Mittelwerte pro 1.0 g (0a 

feuchtes Gewebe feuchtes Gewebe 


der Niere in Ubereinstimmune mit der stirkeren Phosphatase- 
wirkung gegen den NaF-Zusatz ein negativer Wert, nimlich bei 
den gesunden Tauben —0.256 mg, bei den avitaminésen —0.057 mg, 
welcher also bei den letzteren um 77.7% grosser ist. 

In bezug auf die Phosphatase-Wirkungs-Versuche mit Gly- 
zerinphosphorsaurem Caleium betrug die pro 1.0g feuchten 
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TABELLE VI. 
Phosphatasegehalt des Gehirns. 


gesunde Taube B-avitaminése Taube 
in in abge- in in abge- 
0 Stunde | 6 Stunden} spaltener 0 Stunde | 6 Stunden} spaltener 
P meg P mg P mg Pmg P meg Pmg 
Nr 1 0.333 0.697 0.364 Nr 1 0.343 0.846 0.503 
Pies 0.449 0.769 0.320 rh 0.380 0.796 0.416 
2 0.413 | 0.775 0.362 uo 0.392 0.826 0.434 
| 

» & 0.392 0.778 0.386 » 4 0.333 0.803 0.470 
39D. 0.348 0.830 0.482 oy 0.356 0.795 0.429 
ks) 0.884 | 0.775 0.391 » © 0.364 0.807 0.443 

abgespaltener P mg im abgespaltener P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 ¢ 0.384 Mittelwerte pro 1.0 g 0.449 

feuchtes Gewebe feuchtes Gewebe 


Zusammensetzung: Gewebebrei+Glykokollpuffer 4cem+1% Glycero- 
phosphorealeium 1 cem-+ Toluol 0.2 cem. 


Gewebes des Gehirns (Tabelle VI) bei gesunden Tauben abge- 
spaltene Phosphormenge innerhalb 6 Stunden durchschnittlich 
0.384 mg, bei den avitaminosen 0.449 mg, war also bei den letzteren 
um 16.9% vermehrt. Bei dem Herzmuskel betrug der entspre- 
echende Wert (Tabelle VII) 0.500 mg, bei den avitaminésen 0.491. 
Hier zeigte sich also kein besonders erwihnenswerter Unterschied. 
Bei den Nierenversuchen (Tabelle VIII) betrug der Wert fiir die 
gesunden Tauben 1.234 mg, bei den avitaminésen 1.248 mg; also 
auch hier kein nennenswerter Unterschied. Bei den Brustmuskeln 
(Tabelle IX) betrug der Wert fiir die gesunden Tauben 0.413 mg,. 
fiir die avitaminésen 0.494 me; bei den letzteren findet sich also 
eine Vermehrung um 19.6%. Bei den Leberversuchen (Tabelle X) 
wurde durchschnittlich der Wert mit 1.004mg, bei den avi- 
taminésen Tieren mit 0.928 mg bestimmt; das zeigt eine Verminde- 
rung um 7.3%. Wenn wir aber die einzelnen Falle iibersehen, so 
ist doch der Unterschied in Wirklichkeit kein so grosser. Bei den 
Versuchen mit Zusatz von Candiolin-Bayer betrug die abgespaltene 
Phosphormenge in 6 Stunden auf 1.0g feuchtes Gewebe bei den 
Brustmuskeln (Tabelle XI) im Durchschnitt bei den gesunden 
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TABELLE VII. 
Phosphatasegehalt des Herzens. 


gesunde Taube B-avitaminése Taube 
in in abge- in in abge- 
0 Stunde | 6 Stunden) spaltener 0 Stunde | 6 Stunden} spaltener 

P mg Pmg Pmg Pmg Pmg Pmg 
Nr 0.490 1.079 0.589 Nri 0.569 1.039 0.470 
shee 0.595 1.047 0.452 she 0.614 1.173 0.559 
ae} 0.701 1.127 0.426 by 8 0.549 0.941 0.392 
» + 0.600 1.093 0.493 wo 4 0.629 1.148 0.519 
iy, 0.685 1.212 0.529 i) 0.621 - 1.132 0.511 
0 0.620 1.121 0.501 » 6 0.582 1.079 0.497 

abgespaltener P mg im abgespaltener P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 ¢ 0.500 Mittelwerte pro 1.0 ¢g 0.491 

feuchtes Gewebe feuchtes Gewebe 


TABELLE VIII. 
Phosphatasegehalt der Niere. 


gesunde Taube B-avitaminose Taube 
in in abge- eer in abge- 
0 Stunde | 6 Stunden| spaltener 0 Stunde | 6 Stunden} spaltener 

Pmg Pmg Pmg Pmg P mg Pmg 
Nr i 0.357 1.617 1.260 Noel 0.369 1.612 1.243 
pe 0.441 1.831 1.390 see 0.335 _ 1.718 0.383 
mn 0.515 W755 1.240 ue 0.353 1.619 1.266 
» & 0.387 1.499 1.112 » 4 0.370 1.509 0.139 
ose 0.396 1.600 1.204 oD 0.352 1.610 1.258 
a © 0.415 1.672 1.257 sO 0.363 1.559 1.196 

abgespaltener P mg im abgespaltener P mg im 
Mittelwerte pro 1.0¢ 1.234 Mittelwerte pro 1.0 g 1.248 

feuchtes Gewebe feuchtes Gewebe 


Tauben 0.821mg und bei den avitaminésen 1.127mg; es zeigte sich 
also bei den letzteren eine Vermehrung um 36.5%. Bei den Leber- 
versuchen (Tabelle XII) betrug der Wert bei den gesunden Tauben 
‘2.908 mg, bei den avitaminésen 2.580 mg; bei den letzteren trat 
also eine Verminderung um 11.3% auf. 
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TABELLE IX. 
Phosphatasegehalt des Brustmuskels. 


gesunde Taube B-avitaminose Taube 
in in abge- in in abge- 
0 Stunde | 6 Stunden] spaltener 0 Stunde | 6 Stunden! spaltener 

Pmeg P mg P mg Pmg P mg Pmg 
Nr1 1.412 1.742 0.330 Nr il 1.163 1.685 0.522 
Br] 1.253 1.735 0.482 ue 0.981 1.436 0.455 
peo SEG 1.689 0.522 PRs: 0.922 1.460 0.538 
» 4 1.319 1.671 0.352 » & 1.097 1.539 0.442 
re) 1.128 1.532 0.404 5 ti) 1.199 eee 0.523 
ai 1.231 1.618 0.387 || ,, 6 1.082 1.568 0.486 

abgespaltener P mg im abgespaltener P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 g 0.413 Mittelwerte pro 1.0 ¢g 0.494 

feuchtes Gewebe feuchtes Gewebe 
TABELLE X. 
Phosphatasegehalt der Leber. 
gesunde Taube B-avitaminose Taube 
in in abge- in in abge- 
0 Stunde | 6 Stunden] spaltener 0 Stunde | 6 Stunden! spaltener 

P mg P mg Pmeg P mg P mg P meg 
Nrl 0.394 1.247 0.853 Nr 1 0.213 1.087 0.874 
oe 0.326 1.470 1.144 Be 0.181 1.144 0.963 
os 8 0.313 1.417 1.104 O38 0.213 1.139 0.926 
» 4 0.351 1.266 0.915 A 3 0.224 1152 0.928 
no 0.281 1.205 0.924 see 0.211 1.145 0.934 
pe 0.315 1.397 1.082 0 0.232 TS 0.941 

abgespaltener P mg im abgespaltener P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 g 1.004 Mittelwerte pro 1.0 ¢ 0.928 

feuchtes Gewebe feuchtes Gewebe 


Diese Phosphorylierungsversuche begleitend habe ich noch 
weiter nach der Lohmannschen Methode die Pyrophosphatfrak- 
tion in dem enteiweissten Filtrat bestimmt, und zwar bei der Brust- 
muskulatur und der Leber avitamindser Tauben. Die entsprechen- 
den Werte betrugen nach 0 Stunden 0.102 mg, nach 6 Stunden 
0.037 mg; bei der Leber nach 0 Stunden 0.075 mg, nach 6 Stunden 
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TABELLE XI. 
Phosphatasegehalt des Brustmuskels. 
gesunde Taube B-avitaminose Taube 
in in abge- in in abge- 
0 Stunde | 6 Stunden} spaltener 0 Stunde |6 Stunden} spaltener 
P mg P mg Pmg P mg P mg P mg 
Nr 1 2.273 3.125 0.852 Nr 1 2.469 3.589 1.120 
ae 2.062 2.857 0.795 5512 2.083 3.279 1.196 
ine 2.273 3.077 9.804 pret: 1.887 3alZ5 1.236 
wo & 1.887 2.667 0.780 yp & 2.222 3.175 0.953 
rp 2.083 2.941 0.858 3» O 2.326 « 3.589 1.243 
0 2.151 2.985 0.834 36 2.198 Salis 0.977 
abgespaltener P mg im abgespaltener P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 ¢ 0.821 Mittelwerte pro 1.0 ¢ 1.127 
feuchtes Gewebe. feuchtes Gewebe. 


Zusammensetzung; Gewebebrei 1.0 ¢+5cem H20+0.05 g Candiolin 


+0.2 eem Toluol. 


TABELLE XII. 
Phosphatasegehalt der Leber. 


= 


gesunde Taube 


~ B-avitaminése Taube 


in in abge- in in abge- 
0 Stunde |6 Stunden} spaltener 0 Stunde | 6 Stunden} spaltener 
Pmg P mg P mg P meg P mg Pmg 
Hy ass. L 

Nril 1.282 4.651 3.369 Nri 1.369 3.846 2.477 
ie 1.439 4.444 3.005 eer 1.429 4.000 2.571 
eo 1.325 3.846 2.521 oe 1.342 3.704 2.362 
» 4 1.316 4.545 3.229 » 4 1.307 4.082 2.775 
sy) 1.282 3.846 2.564 cpa) 1.342 3.846 2.504 
$0.6 1,325 4.082 2.757 U6 1.379 4.167 2.788 

abgespaltener P mg im abgespaltener P mg im 
Mittelwerte pro 1.0 ¢ 2.908 Mittelwerte pro 1.0 g 2.580 


_ feuchtes Gewebe. 


feuchtes Gewebe. 


0.056 me pro 1g feuchten Gewebes. 


Diese Tatsache ist wahr- 


scheinlich darauf zuriickzufiihren, dass das zugesetzte anorganische 
Phosphat durch Phosphatese zu Hexosephosphaten synthetisiert 


wurde. 
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KRITIK. 


Der Zusatz yon Natriumfiuorid-Lésung bei den Phosphory- 
herungsversuchen, der eine Spaltung des Phosphorsiureesters ver- 
hindern soll, bringt natiirlich in den Versuch eine mehr oder 
weniger starke Abweichung von den physiologisch im Organismus 
gegebenen Verhaltnissen hinein, aber man kann wohl nicht sagen, 
dass auf diese Weise eine Messung des Phosphatase-Gehaltes unmég- 
lich sei. Ob bei den B-avitamindsen Tieren die Phosphorylierungs- 
fahigkeit durch irgendwelehen Umstand verstarkt wird, ist noch 
unklar; interessant bleibt aber doch, dass bei B-Avitaminose die 
Phosphoryherungsfahigkeit schon im normalen Zustande glykogen- 
reicher Organe, und zwar je mehr reicher sie an Glykogen sind, 
verstarkt wird. Wir haben gesehen, dass diese Verstarkung bei 
der Leber 77.7%, bei der Brustmuskulatur 32.2%, bei der Herz- 
muskulatur 20.8%, bei den Nieren 14.6% betragt, wahrend beim 
Gehirn zwischen gesunden und avitamindsen Tieren kein Unter- 
schied bestand. Die Ergebnisse meiner Untersuchungen an der 
Leber und der Brustmuskulatur stimmen mit denen von Bodnar 
und Karell gut tiberein. 

Meine Phosphatase-Versuche weichen in ihren Ergebnissen 
aber etwas von denen von Bodnar und Karell ab. Ich habe 
bez. des Phosphatasegehaltes des Herzens und der Niere zwischen 
gesunden und avitamindsen Tiere keinen Unterschied feststellen 
konnen, aber in bezug auf das Gehirn und die Brustmuskeln 
bestand bei den avitaminédsen Tieren eine Zunahme, bei der Leber 
jedoch eine geringe Abnahme. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Alles in allem kann ich die Ergebnisse dieser Versuche kurz 
wie folet zusammenfassen : 

1. Die Phosphorylierungsfihigkeit der Herzmuskeln, der 
Niere, der Leber und der Brustmuskeln ist bei den B-avitaminosen 
Tauben um 14.6%-77.7% stirker als bei den gesunden Tieren; 
beziiglich des Gehirns besteht jedoch kein Unterschied. 

2. Die Phosphatasewirkung ist bei Gehirn und Brustmuskeln 
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B-avitaminoser Tauben starker als bei gesunden, bei der Leber aber 
bei den ersteren schwacher. Bezuglich der Herzmuskeln und der 
Nieren ist ein Unterschied nicht festzustellen. 

Am Schlusse dieser Arbeit ist es mir aufrichtiges Bediirfnis, 
meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. K. Kodama, fiir 
gutige Leitung und Untersttizung bei Ausfiihrung derselben, sowie 
auch fiir die freundliche Durchsicht des Manuskriptes meinen herz- 
lichsten Dank auszusprechen. 
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GLUTATHION BEI DER B-AVITAMINOSE. 
VON 


SHIGERU NAGAT. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultdt 
der Kaiserlichen Kyushu-Universitaét zu Fukuoka. 
Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Hingegangen am 4. Juli, 1932) 


Wir wissen seit Hopkins (1921), der zuerst darauf auf- 
merksam gemacht hat, dass das Glutathion aus einem Molekiil 
Glutaminsaure, Zystein (oder Zystin) und Glucin gebildet und ein 
Tripeptid ist, das in den Zellen als Sauerstoffdonator und Wasser- 
stoffakzeptor fiir den Oxydationsvorgang in denselben von groésster 
Bedeutung ist. Wir nehmen heute an, dass der Glutathiongehalt 
des Gewebes dessen Oxydationsvermégen parallel ist. 

Bei der B-Avitaminose der Tiere treten im Stoffwechsel starke 
Storungen auf, doch gibt es merkwiirdigerweise bisher nur wenige 
Forschungen tiber den Glutathiongehalt der Gewebe bei dieser 
Krankheit. Randoin, Lucie und René Fabre (1927) haben 
bei ihren Versuchen gefunden, dass bei gesunden Tauben der 
reduzierte und oxydierte Glutathiongehalt der Brustmuskeln, Bein- 
muskeln, Herzmuskeln und der Leber hoher ist und mit fort- 
schreitender B-Avitaminose allmahlich immer mehr verringert wird. 

Zu meinen Versuchen habe ich Ratten und Tauben verwendet. 
Zar Erzeugung der Avitaminose wurden ebenso wie bei meinen 
Phosphorversuchen die Ratten mit einem aus poliertem Reis her- 
gestellten Pulver unter Zugabe des Mc Collumschen Salzes Nr. 318, 
die Tauben aber nur mit poliertem Reis gefiittert. Ich verwendete 
je 6 gesunde und 6 avitaminose Tiere. 

Die durch Dekapitation entbluteten Tiere wurden sofort seziert 
und von Herz, Leber und Muskeln je 1.0¢ (von den Rattenherzen 
nur 0.25 2) ausgewogen und in einer Reibschale mit feinem Seesand 
zerrieben ; dann fiigte ich 5 cem N/2 Sulfosalizylsiure hinzu, zerrieb 
wieder mehrmals geniigend, liess einige Minuten lang stehen und 
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brachte dann die obere klare Schicht des Extraktes in eine neue 
Schiissel ein. Der Riickstand in der Reibschale wurde dann noch 
dreimal mit 5.0ccm N/2 Sulfosalizylsiurelésung zerrieben und 
ausgewaschen. Von dem gewonnenen Extrakt wurden 20.0 cem 
dureh Filterpapier filtriert, und ein aliquoter Teil dieses Filtrates 
abpipettiert. Dann wurde die reduzierte Form des Glutathions 
nach der potentiometrischen Titrationsmethode von Yamazaki 
(1930) bestimmt. Die oxydierte Form des Glutathions wurde in 
der Weise bestimmt, dass ein Teil des Filtrats mit einer kleinen 
Menge Zinkpulver versetzt 10 Minuten lang bei 70-80°C im 
Wasserbade erwirmt wurde. Nach der vollstandigen Reduktion 
erfolgte dann die Bestimmung nach der Methode von Yamazaki. 
D.h. zu 2.0 eem des Filtrats wurden 3.0 cem N/2 Sulfosalizylsaure, 
1.0cem M/10 Kaliumjodid und 1.0 cem N-Sulfosalizylsiure in eine 
Flasche hineinpipettiert, sodann wurde im Thermostaten bei 20°C 
mit M/2000 Kaliumjodat in N/2 Sulfosalizylsiure-Lisung titriert. 
Andererseits wurde unter denselben Bedingungen der Menge, 
Aciditaét und Temperatur eine Standardzysteinlosung mit derselben 
Kaliumjodatlésung titriert in die betreffenden Werte umgesetzt, 
und diese als die Glutathionmenge des Gewebes ? angenommen., 

Bei den Rattenversuchen (Tabelle T) ergab sich als Mittelwert 


TABELLE I. 
Glutathion der Gewebe der gesunden Ratte. 


(Zystein mg pro 1.0 g feuchten Gewebes) 


Herz Leber Beinmuskel 

Red.- Oxd.- Red.- Oxd.- Red.- Oxd.- 

Form Form Form Form Form Form 
Nrl 0.142 0.008 0.517 0) 0.088 0 
fe) 0.169 0 0.458 0 0.083 0 
ae 0.153 0 0.421 0 0.085 0 
pet 0.141 0.005 0.385 0 0.079 0 
» O 0.157 0.005 0.487 0 0.085 0 
» 6 0.145 0.012 0.465 0 0.080 0 
Nivcteleort 0.151 0.005 0.456 0 0.083 0 

: mg mg mg mg 
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riutathion dev Gewebe der B-avitamindsen Ratte. 


Nr 1 0.101 0 0.392 0 0.051 0 
ae 0.098 0.009 0.385 0 0.045 0 

» 3 0.120 0.012 0.426 0 0.057 0 
ae 0.096 0.015 0.408 0 0.050 0 
£25 0.127 0.002 0.452 0 0.053 0 
6 0.088 0.013 0.430 0 0.048 0 
Peetu O08 0.009 0.399 0 0.051 0 

mg mg mg mg 


des reduzierten Glutathions als Zystein beim Herz pro 1.0 g feuchten 
Gewebes bei den gesunden Tieren 0.151 mg, bei den avitaminésen 
0.105 mg; d.h. also bei den letzteren hatte sich eine Abnahme um 
30.5% eingestellt. Das oxydierte Glutathion hingegen betrug 0.005 
mg gegen 0.009 mg, war also bei den avitaminésen Tieren vermehrt. 
Bei der Leber betrug das reduzierte Glutathion bei den gesunden 
Tieren 0.456 mg, bei den avitaminédsen 0.399 mg; d.h. es war bei 
den letzteren um 12.5% vermindert. Oxydiertes Glutathion war 
hier in beiden Fallen nicht nachweisbar. In den Beinmuskeln 
betrug die Menge des reduzierten Glutathions bei den gesunden 
Tieren 0.083 mg, bei den avitaminésen 0.051 mg; war also bei den 
letzteren um 38.6% vermindert; das oxydierte Glutathion war in 
beiden Fallen nicht nachweisbar. 

Bei den Taubenversuchen (Tabelle II) betrug die Menge des 
reduzierten Glutathions des Herzens bei den gesunden Tieren 
0.126 mg, bei den avitaminosen 0.082 mg, war also bei den letzteren 
um 34.9% vermindert. Bei der Leber betrug der Gehalt an redu- 
ziertem Glutathion bei den gesunden Tieren 0.519 mg, bei den avi- 
taminosen 0.855 mg, war also im Gegensatz zu den Rattenversuchen 
bei den avitaminésen Tauben um 64.7% vermehrt. Bei den Brust- 
muskeln betrug die Menge des reduzierten Glutathions bei den 
gesunden Tieren 0.0752 mg, bei den avitaminosen 0.065 mg, war 
also bei den letzteren um 13.8% vermindert. Die Menge des 
reduzierten Glutathions in den Beinmuskeln war bei den avi- 
taminésen Tauben mit 0.080mg, um 23.8% vermindert. Das 
oxydierte Glutathion war weder bei Herz und Leber och in den 
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TABELLE II. 
Glutathion der Gewebe der gesunden Taube. 


(Zystein mg pro 1.0 g feuchten Gewebes). 


Herz Leber Brustmuskel | Beinmuskel 
Red. | Oxd.- | Red. | Oxd.- | Red.- | Oxd.- | Red.- | Oxd- 
Form Form Form | Form Form | Form | Form Form 

Nr 1 0.115 0 0.497 0 0.065 0 0.095 0 
ae 0.118 0 0.488 0 0.067 0 0.116 0 
38 0.135 0 0.512 0 0.068 0 0.092 0 
oy 0.141 0 0.520 0 0.087 0 0.117 0 
ee) 0.143 0 0.487 0 0.085 0 0.110 0 
Spud: 0.116 0 0.556 0) 0.076 0 0.101 0 

Mittel- | 0.126 0 0.519 0 0.075 0 0.105 0 
wert mg mg mg mg 
Glutathion der Gewebe der B-avitaminésen Taube. 

Nr 1 0.072 0 0.684 0 0.065 0 0.064 0 
sear 0.085 0 0.893 0 0.062 0 0.085 0 
ie 0.090 0 0.865 0 0.057 0 0.068 0 
» 4 0.085 0 0.868 0 0.069 0 0.090 0 
pis 0.085 0 0.867 0 0.072 0 0.087 0 
=p Mf 0.072 0 0.950 0 0.062 0 0.085 0 

Mittel- | 0.082 0 0.855 0 0.065 0 0.080 
wert mg mg mg mg 


Brust- und Beinmuskeln nachweisbar. 

Kurzgefasst lasst sich sagen: das reduzierte Glutathion war in 
den Herz- und Beinmuskeln der avitaminésen Tiere deutlich ver- 
mindert ; das Oxydationsvermégen ist in den entsprechenden oben 
genannten Fallen stark geschidigt gewesen. Besonders bei dem 
Herzen der Ratte, bei dem das oxydierte Glutathion nachweisbar 
war und die avitaminésen Tiere eine Vermehrung zeigten, scheint 
mir das bemerkenswert zu sein. Dass bei der Leber in den Ratten- 
versuchen bei den avitaminésen Tieren das reduzierte Glutathion 
vermindert, bei den Taubenversuchen im Gegenteil vermehrt war,. 
ist interessant und nicht ohne weiteres erklirlich. Dass bei den 
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Beinmuskeln der avitaminésen Tiere das reduzierte Glutathion in 
viel starkerem Masse vermindert war als bei den Brustmuskeln, 
stimmt deutlich damit tiberein, dass ja bei den Beinen auch die 
motorischen Lahmungserscheinungen viel stirker sind. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Diese Ergebnisse fasse ich kurz wie folgt zusammen: 

1. Das oxydierte Glutathion ist nur in dem Herzen der Ratte 
nachweisbar. 

2. Im allgemeinen ist das reduzierte Glutathion bei der B- 
Avitaminose deutlich vermindert, was besonders bei den Herz- 
muskeln und den Beinmuskeln auffallen ist. 

3. Bei der Leber ist dagegen das reduzierte Glutathion bei 
den B-avitaminosen Tauben deutlich vermehrt. 
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UBER DIE PHOSPHATE DER NEBENNIEREN 
BEI B-AVITAMINOSE. 


Von 
SHIGERU NAGAI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen. Institut der Medizinischen Fakultit 
der Katserlichen Kyushu-Universitat zw Fukuoka. 
Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Hingegangen am 4. Juli, 1932) 


MeCarrison (1920) hat zuerst gefunden, dass bei der Vogel- 
Berri-Berri alle Organe an Masse einbiissen, mit einziger Ausnahme 
der Nebennieren, welche hypertrophieren. Verzer und Peter 
(1924) haben die Vergrésserung der Nebennieren auf Hypertrophie 
der Nebennierenrinde zuriickgefiihrt. 

EK. Schmitz und M. Reiss (1927) haben an der Taube, K. 
Nitta (1928) an der Ratte versucht festzustellen, ob bei den 
B-avitaminosen Tieren die Nebennieren an dem Zustandekommen 
des Krankheitsbildes irgendwie beteiligt sind, Schmitz und Reiss 
haben Tauben mit poliertem Reis gefiittert und gefunden, dass 
selbst durch Injektion von Nebennierenextrakt das Auftreten der 
avitaminosen Erscheinungen nicht ganz verhindert werden kann 
Die starke Gewichtsreduktion blieb; nur die Hypertrophie der 
Nebennieren, die Verdinderungen in der Zusammensetzung der 
Blutlipoide und die nuritischen Symptome konnten durch die 
Injektion dem Grade nach etwas verzogert werden. Nitta konnte 
durch Hinzufiigung von getrocknetem Pulver der totalen Neben- 
niere zu der B-avitaminfreien Nahrung bei Ratten die Korper- 
gewichtsabnahme verhindern. Er fand weiter, dass dadurch die 
motorischen Lahmungen erst spater auftraten, und dass der Fett- 
eehalt der Organe dieser Tiere grosser war als bei den Kontroll- 
tieren. Er fand weiter, dass diese Wirkung bei Verfiitterung von 
Nebennierenrinde am stirksten, mittelstark bei Verftitterung von 
totalen Nebennieren und am schwichsten bei Verfititterung von 
Nebennierenmark ausfiel, schliesslich auch, dass bei Adrenalin- 
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injektion die avitamindsen Symptome schneller auftraten als bei 
den Kontrolltieren. Y. Oda (1928) hat Kaninchen Kochsalz- und 
Saurealkoholextrakte der Nebennierenrinde injiziert. Dabei hat 
er eine Neigung zu leichtgradiger Blutzuckersenkung, eine Ver- 
starkung der Insulinhypoglykamie und deutliche Hemmung der 
Adrenalinhyperglykamie festgestellt. E. Schmitz und H. Pol- 
lack (1928) haben B-avitaminésen Tauben Cholin verabreicht, 
dabei jedoch gegentiber den unbehandelten Reistauben in keiner 
Weise eine Veranderung des Wea ace und des klinischen 
Bildes feststellen kénnen. 

Da nun die B-Avitaminose den Zuckerabbauprozess im 
Organismus stark stérend beeinfiusst und das Phosphat bei dieser 
Glykolyse eine grosse Rolle spielt, so fragt es sich, ob die verschie- 
denen Phosphorsaure-Verbindungen der Nebennieren zu der B- 
Avitaminose in irgendwelchem Zusammenhange stehen; da weiter 
Y. Tukano (1931) in unserem Laboratorium fand, dass die Neben- 
nierenrinde gegentiber der anaroben Zersetzung des Hexosephos- 
phates ein stark wirkendes Co-Ferment enthalt, so schien es mir 
von ausserordentlichem Interesse festzustellen, ob die Lohmann’ 
sche Pyrophosphatfraktion, die eine ihnliche Wirkung hat, mit 
dem Tsukano’schen Co-Ferment identisch ist. Zu diesem Zwecke 
habe ich eine Reihe von Versuchen angestellt. 


MerrHopik. 


Zu meinen Versuchen habe ich Hiihner beniitzt. Die Kon- 
trolltiere wurden mit nicht entschaltem Reis und die Versuchstiere 
mit poliertem Reis bis zur Erzeugung der B-Avitaminose eefiittert. 
Wenn sich nach 3-4 Wochen die charakteristischen Krankheits- 
erscheinungen einstellten, wurden die Tiere durch Dekapitation 
entblutet und sofort seziert. Beide Nebennieren wurden heraus- 
genommen, von dem sie umgebenden Fett, Bindegewebe ete. befreit 
und mit der Torsionswage gewogen. Alsdann wurden sie in einer 
9.0cem 7%ige Trichloressigsiure enthaltenden Reibschale mit 
feinem Seesand zerrieben und nach 10 Minuten filtriert. Hin 
aliquoter Teil des Filtrats wurde zur jedesmaligen Bestimmung des 
totalen sdureléslichen Phosphats, des anorganischen Phosphats, des 
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Pyrophosphats und der Hexosephosphatfraktion (Hexosephosphat 
und Adenylsdéure) angewendet. Das Phosphagen und das wahre 
anorganische Phosphat habe ich nicht bestimmt, weil es bei der 
Praparierung der Nebennieren in einigen Minuten bereits ver- 
braucht und gespalten wird. Die Phosphorbestimmungen wurden 
samtlich nach der Methode von Fiske-Subbarow, und zwar unter 
Bentitzung der von Lohmann und Jendrassik eingefiihrten 
Verbesserungen ausgefiihrt. 


RESULTATE UND KRirIK. 

In 6 Fallen der mit nicht entschaltem Reis gefiitterten Hiihner 
(Tabelle I) betrug das durchschnittliche Gewicht der Nebennieren 
125mg. Die absolute Menge des totalen saureloslichen Phosphats 
als Phosphor betragt 0.121 mg, die des anorganischen Phosphats 


TABELLE I. 
Gesunde Hiihner. 


Gewicht Totales . ae Hexose- 
der saurelosl. = ae ie ae ane phosphat- 
Nebenniere | Phosphat Pp SI fraktion 
2 . 0.111 mg 0.038 mg 0.058 mg 0.003 mg 
Nr 16mg | 954me%| 429 me% | 4.96mg% | 0.29 mg% 
OA 0.033 ,, 0.070 ,, 0.005 ,, 
» 2 12>? 8.64 ,. Suey mes cet. 037 ,, 
0.092 ,, 0.038. ,, 0.051. ,, 0.003. ,, 
» 3 115 8.04, 3.32, 442, O30) te 
0.147 ,, 0.050. ,, 0.087 ,, 0.009 ,, 
» 4 134 » |4096 | 375, 652°, 0.69 ., 
0.130. ,, 0.042 ,, 0.074 ,, 0.004 ,, 
» 9 123». | 10.56. 3.38 4 Ae ded 0:35. 
O41 ,, 0.045. ,, 0.091 ,, 0.005. ,, 
» 6 136 » | 1035. ,, 3.30 ,, NS oe 035 
2 0.121 mg 0.043 mg 0.073 mg 0.005 mg 
Mittelwert | 125mg | 968 mg%| 3.45 mg% | 5.84mg%% | 0.39 mg% 


0.043 mg, des Pyrophosphats 0.073 mg, der Hexosephosphatfraktion 

0.005 mg; die entsprechenden Prozentsitze sind 9.68mg%, 3.45 

me%, 5.84mg% und 0.39 mg% fiir die feuchten Nebennieren. 
Bei den mit poliertem Reis gefiitterten Hiihnern, bei denen 
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noch nach 2 Wochen die Krankheitserscheiunngen nicht aufgetre- 
ten waren, und die Tiere sich noch lebhaft bewegten (4 Falle im 
Initialstadium. Tabelle II), betrug das Durchschnittsgewicht der 
Nebennieren noch unvergrossert 120mg und die absolute Menge 
des totalen sdéureloslichen Phosphats 0.129 me (also kein Unter- 
schied gegeniiber der Norm!), das des anorganischen Phosphats 
0.041 mg, also ebenfalls ohne Unterschied. Das Pyrophosphat war 


TABELLE II. 
B-avitaminése Hiithner (Initialstadium). 


es Totales Anorgan Pyro- rose 
Tage _ | saureldsl. ais phosphat- | Bemerkung 
Neben Phosphat Phosphat | phosphat Peak Gon 
niere 
0.106mg | 0.638 mg | 0.063 mg | 0.005 mg 
Nr7} 14 | 93 mg /11'38mg%| 4.10 mg%| 6.75 mg%| 0.53 mg % 
Ostastioes 0.028 ,, 0.074 ,, 0.008, 
8 14 TO, Sp MSY 268) ae, 6.98 s Oval x 
ONG3e, CLOS0R.. O06" 5 0.007 , 
BES AES or dtd dha bee ot cae ee 
EUSIS? op OL0S80 5, (0:0652.,; 0.010 , 
yA) 181) Tiel ogo aol coleaigs  eaaleg yee 
Mittel- 120 me |_0-129 mg | 0.041 mg | 0.078 mg | 0.007 mg 
wert “VME 110.72 mg%| 3.43 mg%| 6.48 mg%] 0.61 mz % 
TABELLE III. 
B-avitamindse Hiihner (ausgebildete Form). 
& 0.184 mg | 0.043 mg | 0.100 mg | 0.041 mg | etwas 
Neri} 1 | 158 mg i979 meds) 2:74 meds G43 mig) Oba eed ee ee 
, 12} 29 195 0.242 ., O05 0126. 7, 0.065 ,, | Parese sehr 
112.44) OO37 ss 6.46 ,, 3.35 = ,, | deutlich 
,18| 24 169 0.209 _,, OL047 =. O52, 0.010 ,, | Parese ziem- 
; SONS a aes PAE Ga are S072 er 0.61 ,, | lich deutlich 
0.161 ,, | 0.040 0.097 0.024 Parese ziem- 
3 14 24 5 =f ” ” ” 2 
155" o40 hes) 2) eee Cee lg ee 
O48 0.030 0.109 0.009 etwa 
a5 5 24 if: ee ” ” ” Ss 
46» 1017 5, |} 206s. IvaTo a mNOOgReiedllnyec nen 
\ 
0.145 0.043 0.096 0.005 Pare icht 
» 16 31 Liye 7 ” ” ” se nich 
O°2 5 es OTA ee, Gul aaees 0.39 ,, | so deutlich 
Mittel- 0.180 m 0.042 0.113 0.025 
1 g 2mg | 0.113 mg | 0. mg 
wert 68 mE h107 mg%| 2.59 mg%| 6.95 mg%| 153 me% 
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mit 0.078 mg leicht vermehrt, ebenso auch die Hexosephosphat- 
fraktion mit 0.007 mg. Der entsprechende Prozentsatz der ein- 
zelnen Fraktionen betrug 10.72 mge%, 3.43me%, 648mg% und 
0.61 mg%. entspricht also fast genau der absoluten Menge. 

Bei den mit poliertem Reis gefiitterten Hiihnern (Mittelwert 
von 6 Versuchen. Tabelle III), die geringe Erscheinungen der 
Krankheit bereits aufzuweisen hatten, waren die Nebennieren 
bereits deutlich hypertrophiert ; ihr Gewicht betrug 163mg. Die 
absolute Menge des totalen sdureldslichen Phosphats betrug 0.180 
mg, die des anorganischen Phosphats 0.042 mg, des Pyrophosphats 
0.113 mg und der Hexosephosphatfraktion 0.025 mg, woraus sich 
ergibt, dass diese alle mit Ausnahme des anorganischen Phosphats 
deutlich gegentiber der Norm vermehrt waren. In Prozenten 
angegeben aber ist das anorganische Phosphat deutlich vermindert, 
namlich 2.59 me%. Das totale séureldsliche Phosphat, das Pyro- 
phosphat und die Hexosephosphatfraktion waren dagegen alle 
vermehrt, namlich 11.07 mg%, 6.95 mg% bezw. 1.53 mge%. 

Wenn das Tsukano’sche Co-Ferment der Nebennierenrinden 
der Lohmann’schen Pyrophosphatfraktion (Adenylpyrophosphat) 
identisch ist, dann ist wohl die Tatsache, dass bei B-Avitaminose 
der Pyrophosphat- und Adenylsaéuregehalt bei Hypertrophie der 
Nebennieren, d.h. bei der Hypertrophie der Nebennierenrinde, 
vermehrt erscheint, als eine Anpassungserscheinung des Organismus 
gegen der anormalen Kohlenhydratstoffwechsel bei B-Avitaminose 
anzusehen ; es kann sich aber auch um das ursachliche Moment ftir 
die Hypertrophie der Nebennieren handeln. Ich gedenke hiertiber 
noch weitere Untersuchungen durchzufiihren. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Ergebnisse dieser Untersuchungen fasse ich kurz wie folgt 
zusammen : 

1. Bei der B-Avitaminose hypertrophieren die Nebennieren, 
doch ist das im Initialstadium noch nicht zu konstatieren. 

2. Entsprechend der Hypertrophie der Nebennieren bei der 
B-Avitaminose nimmt die absolute Menge des totalen siureléslchen 
Phosphates zu, dagegen bleibt die des anorganischen Phosphates 
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unverandert, doch ist sein Prozentsatz im Vergleich zu den gesunden 
Tieren niedriger. 

3. Entsprechend der Nebennierenhypertrophie bei der B-Avi- 
taminose sind das Pyrophosphat und die Hexosephosphatfraktion 
(Hexosephosphat und Adenylsiure), und zwar besonders die 
letztere, in der absoluten Menge wie im Prozentsatze auffallig 
‘vermehrt. 
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UBER DEN COENZYMGEHALT DER NEBENNIEREN 
VON B-AVITAMINOSEN HUHNERN. 


Von 


SHIGERU NAGAT. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultét 
der Kaiserlichen Kyushu-Unwersitat zw Fukuoka. 
Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Hingegangen am 4. Juli, 1932) 


Nitta (1928) fand, dass bei Hinzufiigung von getrocknetem 
Pulver aus totalen Nebennieren zu B-Vitamin-freier Nahrung von 
Ratten die avitamindsen Krankheitserscheinungen viel langsamer 
auftreten als bei den Kontrolltieren. Diese Wirkung des Neben- 
nierenpulvers fand er am starksten bei Hinzuftigung nur des 
Nebennierenrinden-Pulvers, mittelstark bei Verfititterung des 
Pulvers der ganzen Nebennieren, am schwachsten bei der Neben- 
nierenmarkverfiitterung. 

Oda (1928) stellte an Kaninchen nach Injektion eines Koch- 
salz- bezw. Saurealkoholextraktes der Nebennierenrinde Neigung 
zu leichtgradiger Blutzuckersenkung, Verstérkung der Insulin- 
hypoglykamie und deutliche Hemmung der Adrenalinhyper- 
elykamie fest. 

Schmitz und Pollack(1928) verabreichten an B-avitaminose 
Tauben den Hauptbestandteil der Nebennierenrinde, das Cholin, 
doch konnten sie gegenitiber unbehandelten Reistauben in keimer 
Weise eine Verdnderung des Organbefundes und des klinischen 
Bildes feststellen. 

Es muss sich also bei der beobachteten Wirkung der Neben- 
nierenrinden-Substanz nicht um Cholin sondern um irgendeine 
andere. Substanz handeln. Tsukano (1931) hat in unserem 
Laboratorium festgestellt, dass die Nebennierenrinden gegen die 
anirobe Zersetzung des Hexosephosphats ein stark wirkendes Co- 
Ferment enthalten. Weiter habe ich nun verschiedene Phosphor- 
verbindungen der Nebennieren B-avitaminéser Hiihner bestimmt 
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und gefunden, dass die im Kohlehydratstoffwechsel des Organismus 
eine grosse Rolle spielenden Pyrophosphat- und Hexosephosphat- 
fraktionen (Hexosephosphat und Adenylsiure) quantitativ sowohl 
absolut als auch relativ stark vermehrt sind. Ich nehme an, dass 
dieser Vorgang als eine Anpassungserscheinung des Organismus 
gegen den anormalen Kohlehydratstoffwechsel bei B-Avitaminose 
anzusehen ist. Weiter denke ich mir, dass es sich auch um das 
ursiichliche Moment der Hypertrophie der Nebennieren, besonders 
der Nebennierenrinde, handeln kann. Wenn nun das Tsukano’- 
sche Co-Ferment, das eine ahnliche Wirkung zeigt wie das Loh- 
mann’sche Adenyl-Pyrophosphat, mit dem letzteren identisch ware, 
dann miissten die Nebennieren der B-avitaminosen Htihner gegen- 
iiber denen gesunder Hiihner eine verstirkte androbe Zersetzung 
des Hexosephosphats zeigen. Um dies festzustellen habe ich die 
nachstehenden Versuche unternommen. 


MertHopik. 


Als Versuchstiere dienten ausgewachsene Hiihner, bei denen 
die B-Avitaminose ebenso wie bei meinen Phosplrorversuchen durch 
Verfiitterung von poliertem Reis hervorgerufen wurde. Nachdem 
das betr. Versuchstier dann jeweils durch Dekapitation entblutet 
worden war, wurden sofort die beiden Nebennieren herausgenom- 
men und das umgebende Fett und Bindegewebe griindlich entfernt. 
Die Nebennieren wurden mit der Torsionswage gewogen und als- 
dann mit feinem, reinem Seesana zerrieben. Hin 2%iger Wasser- 
extrakt wurde hergestellt, und dann wurde mit Filterpapier 
filtriert. Andererseits wurde ein Rinderherzmuskel mit der Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert, mit Brunnenwasser gut ausgewaschen, 
nach Aufbewahrung in 40%igem Glyzerinwasser dann wieder mit 
destilliertem Wasser gewaschen und mit reinem, feinem Seesand 
in der Reibschale zerrieben. Dem 10% igen Herzmuskelbrei wurde 
Phosphatpuffer (PH7.4) zugesetzt, und darauf wurden 1 ccm 
dieses Herzmuskelbreis, 0.5 cem eines 2%igen Wasserextraktes der 
Nebennieren, 0.5 cem einer 1%igen Candiolin-Bayer-Lisung und 
0.2 cem M/5000 Methylenblau in ein Thunbere’sches Vakuum- 
rohr hineinpipettiert. Dieses Vakuumrohr wurde mit der Saug- 
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pumpe gentigend entliiftet und sofort in einen Thermostaten bei 
38-39°C eingebracht, worauf der Zeitverlauf bis zur Entfairbung 
genau bestimmt wurde. Diese Thunberg’sche Reduktions- 
methode des Methylenblaus, von vielen Forschern als eine geeignete 
Methode zur Bestimmung des Oxydationsvermégens der Gewebe 
empfohlen, entfarbt unter anaerobem Zustande Farbstoffe mit 
hoherem Oxydationspotential (z.B. Methylenblau) als Wasserstoff- 
akzeptor bei der Reduktion. 


RESULTATE UND KRITIK. 


Mit jeder einzelnen Nebenniere habe ich 6 Versuche aus- 
geftihrt und die kiirzeste Zeit bis zur Entfarbung bestimmt. Die 
bis zur Entfarbung verbrauchte Zeit betrug bei gesunden Hiihnern 
12’0” bis 1645”, im Mittel 14’29”, bei den B-avitaminésen Hiihnern 
7/30” bis 9730”, im Mittel 8’16” (s.a. die Tabelle). Sie ist also bei 
den letzteren deutlich verktrzt. 


TABELLE 
gesunde Hihner B-avitaminose Hiihner 
) 
Gewicht der | Zeit bis zur ; Gewicht der | Zeit bis zur Peres 
ES Nebennieren |Entfarbung hs Ue Nebennieren |Entfarbung Pomc 
il 136 mg 137207 iy iy Pal 198 mg 7 30” | Parese ziem- 
lich deutlich 
2 UDC, vas Te OXY 2 22 Be 9’ 30” | etwas 
paretisch 
3 94 ~«C«, Gy ale” 3) Bo 145. 7. 50” | Parese 
deutlich 
4 EO! ps ey Ze) 2a 165" 3s, 8’ 45” | Parese ziem- 
lich deutlich 
5 Nass 16a. 407 5 | 26 189 ,, 8’ 20” | Parese 
deutlich 
6 124 ,, SOE 6) 27 BSS} op 7 40” | etwas 
paretisch 
durchschnittlich | 14’ 29” durehschnittlich By alka 


Aus dieser Tatsache ist zu schliessen, dass die Nebenniere der 
B-avitaminésen Hiihner an dem Co-Ferment, das unter anaeroben 
Verhiltnissen das Hexosephosphat zersetzt, reicher ist als die der 
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gesunden Tiere. Nach Verzer und Peter(1924) hypertrophieren 
bei der B-Avitaminose die Nebennierenrinden, wihrend das Neben- 
nierenmark stark atrophiert. Es ist deshalb klar, dass Co-Ferment 
in der Nebennierenrinde enthalten. Wir kénnen deshalb annehmen, 
dass das Hintanhalten der B-avitaminésen Krankheitserschemungen 
bei Verfiitterung von Nebennierenrinden-Substanz auf der Wirkung 
dieses Co-Ferments beruht. In meinen Versuchen habe ich zwar 
auch bei den avitaminésen Hiihnern relativ wie absolut eine Ver- 
mehrung der Lohmann’schen Pyrophosphatfraktion und Hexose- 
phosphatfraktion (Hexosephosphat und Adenylsaure) festgestellt, 
doch war diese nicht gross genug, um die Wirkung des Co-Ferments 
decken zu kénnen. Die Behauptung jedoch, dass dieses Co-Ferment 
(d.h. das Tsukano’sche Co-Ferment der Nebennierenrinde) und 
das Lohmann’sche Adenylpyrophosphat identisch seien, scheint 
mir noch etwas verfriiht, wenn auch eine solehe Moéglichkeit nicht 
ginzlich von der Hand gewiesen werden kann. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Ergebnisse dieser Untersuchungen fasseich kurz wie folet 
zusammen : 

1. Die Nebennieren von B-avitaminésen Hiihnern sind 
reicher an dem Co-Ferment, dass die anaerobe Zersetzung des 
Hexosephosphats steigert, als die der gesunden Hiihner. 

2. Hin ursachliches Moment ftir die Hypertrophie der Neben- 
nieren, besonders der Nebennierenrinde, scheint mir in der Hyper- 
produktion an diesem Co-Ferment zu liegen. 

3. Hs ist anzunehmen, dass der Grund fiir die Hintanhaltung 
des Auftretens der B-avitaminésen Krankheitserscheinungen bei 
Verfiitterung der Nebennierenrinde in der Wirkung dieses Co- 
Ferments zu suchen ist. 

. Es ist mir eine angenenme Pflicht meinem hochverehrten 
Lehrer, Herrn Prof. Dr. K. Kodama fiir die Unterstiitzung bei 
diesen Untersuchungen und fiir giitige Durchsicht meines Manu- 
skriptes meinen herzlichsten Dank auszuprechen. 
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UBER DEN STOFFWECHSEL DES KNORPEL- 
UND KALLUSGEWEBES. 


Von 


GITARO KUWABARA. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultét 
der Kaiserlichen Kyushu-Universitat zu Fukuoka, Japan. 
Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Hingegangen am 12. Juli 1932) 


KINLEITUNG. 


Die getasslosen Knorpel werden von den Gefassen des perichon- 
dralen Netzes auf dem Wege der weichen Kittsubstanz durch 
Osmose ernéhrt. Diese Ernahrung ist natiirlich, wenn sie bis in 
die innersten Teile des Knorpels gehen soll, nur sehr lanesam und 
mangelhaft. Man hat das Knorpelgewebe daher auch als ‘‘brady- 
troph’’ bezeichnet. Besonders tiber die Versorgung mit Sauerstoff 
haben wir keine genaue Kenntnis. 

Das Kallusgewebe hat, solange es bindegewebig oder knorpelig 
ist, auch Gefassmangel, sobald es aber hyalin-knorpelig umgewan- 
delt ist, dringen die Gefasse in dasselbe ein; es geht dann ein 
Verschmelzungsprozess, und schliesslich die Kalkablagerung vor 
sich. Die in das Kallusgewebe eindringenden Gefasse haben daher 
einerseits ftir die Ernaéhrung des Kallusgewebes und andererseits 
fiir die Versorgung der Knochen mit Baumaterial eine grosse 

-Bedeutung. Es ist aber eine offene Frage, ob die Energie fiir die 
Kallusbildung, oder tiberhaupt die Lebensenergie der Osteoblasten 
durch einen ganz aeroben Vorgang geliefert wird oder nicht. 

Im allgemeinen scheint wegen der geringen Versorgung mit 
Blut der Ernéhrungszustand der Knorpel und des Kallus von dem 
anderer Gewebe auffallend abzuweichen. Dartber besitzen wir 
noch keinerlei in’s Einzelne gehende Forschungen. 

Um diesem Problem naher zu kommen hat Verfasser Forschun- 
gen iiber die Oxydations-Fermente der beiden Gewebe insbeson- 
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dere die Dehydrogenase und Nadi-Oxydase, ausgefiihrt, und, auch 

: ; : : 
die Atmung und Glykolyse der beiden Gewebe mit dem Warburg 
schen Manometer gemessen. 


EXPERIMENT I. 


Uber die Dehydrogenase des gesunden Knorpels. 

Hoffmann (1928) hat vergebens mittels der Dinitrobenzol- 
Methode von Lipschitz versucht, die Dehydrogenase-Aktivitit 
der Knorpel zu messen. 

Verf. hat nun die Methode von Thunberg, bei der die 
Dehydrogenase-Aktivitat mittels Methylenblau bestimmt wird, 
angewendet. Weiter hat er vermittels der Methode von Staemlar 
und Sanders die Messung der Nadi-Oxydase-Aktivitaét im 
Knorpel- und Knochengewebe zu bestimmen versucht, doch konnte 
er deren Dasein nicht feststellen. 

Material: Als Knorpelgewebe wurden die Rippenknorpel des 
Kalbes und des Kaninchens, die Brustknorpel_von Hiihnern und 
Kiichlein, die Knorpel des Stechrochens (Dasybatus akajei, Miller 
und Henle) und die Epiphysenknorpel von gesunden und rachiti- 
schen Kaninchen gebraucht, als Knochengewebe die langen Rohren- 
knochen von Hiihnern und Kaninchen. 

Die Methylenblau-Reduktionsmethode wurde nach Thunberg 
(1920) genau durehgefiihrt. Das Gewebe wurde vorsichtig 
prapariert und, nachdem besonders das anhaftende Muskelgewebe 
vollstandig entfernt war, zermahlen. Von dem zermahlenen Gewebe 
wurden genau 0.50 ¢ abgewogen, in das Thunbereg’sche Vakuum- 
rohr eingefiihrt, 4/5000 Methylenblau-Lésung in einer Menge von 
0.3 cem, dazu Puffer (PH 7.2) 3.0 eem einpipettiert und das Rohr 
evakuiert, worauf es sofort in den Thermostaten eingebracht wurde. 
Darauf wurde die Zeit vom Einbringen des Rohrs in den Thermo- 
Staten bis zum Entfarben vorsichtig gemessen. Die Resultate sind 
in Tabelle I zusammengefasst. 


Zuerst wurde der Versuch mit den Rippenknorpeln yon Kalbern 
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verschiedenen Lebensalters unternommen. Die Resultate sind in 
Tabelle I angegeben. 


TABELLE I, 
Kalb.—Die Reduktionszeit der Kalbs-Rippenknorpel fiir Methylenblau. 


ede Nr. ee Entfarbungszeit in 

Minuten. 

1 7 Tage 18’10” 

2 5 Tage Oe 

3 20 Tage 20’ 

4. 7 Tage Wp? 

5 — 18’ 

6 -- 18’30” 


Mittelwert 18'10” 


Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass mittels der Methylen- 
blau-Methode von Thunbere die Dehydrogenase-Aktivitaét der 
Knorpe! messbar ist. Es ist auch bemerkbar, das je jiinger das 
Tier ist, desto schneller die Entfarbung vor sich geht. 

Ganz derselbe Versuch wurde mit den Rippenknorpeln von 
Kaninchen durchgefiihrt und zum Vergleich auch mit den langen 
Rohrenknochen. Die beiden Resultatreihen sind in Tabelle IT 
angegeben. 

TABELLE II. 


Kaninchen—Die Reduktionszeit der Rippen und langen Rohrenknochen 
fiir Methylenblau. 


Rippenknorpel lange Rohrenknochen 
ar rS- x Entfarl - 
Lfde. Nr. Korpergew. oe Korpergew. |~ - ee 
1 1 400 gr 19’20” 2 100 gr 58” 
2 1 250 18’40” 1 800 70’ 
3 1 500 20'20” 1 500 66" 
4 1 600 20’ 1 600 68’ 
5 1 400 17'40” 1 800 TA’ 
6 1 600 arpa Oe 2 000 63" 
Mittelwert 1850” Mittelwert 65’ 
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Es zeigt sich, dass die Reduktionskraft fiir Methylenblau der 
Rippenknorpel beim Kaninchen etwa 3 mal so stark ist wie die der 


langen Rohrenknochen. 


Auch bei Hiihnchen wurde ein ganz analoges Ergebnis kon- 
statiert, wie in Tabelle III erwiesen. 


TABELLE III. 


Hithnchen.—Die Reduktionszeit der Brust- und langen Réhrenknochen. 


Brustknorpel lange Rohrenknochen 
Lfde. Nr. Lebensalter. Entfarbungs- Lebensalter. Entfarbungs- 

zelt. . zeit. 
ul 5 12’30” 9 Monate 68’ 
2 8 11’20” 8 65’ 
3 6 13’10” 10 82’ 
4 6 10’30” 8 TASS 
5 i 12’10” 6 55’ 
6 u ip 6 60’ 


12’ 


Mittelwert 68’ 


Schliesslich habe ich die Schwankungen in der Dehydrogenase- 
Aktivitét wahrend der Entwickelung der Kiichlein alle 5 Tage 
nach dem Ausbriiten an den Brustknorpeln untersucht. Die 
Resultate sind in Fig. 1 dargestellt. 


(Entfarbungszeit. ) 
&S 


LD 


nO. 
(Tage nach der Ausbriitung.) 
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Die Dehydrogenase-Aktivitit erreicht also 10 Tage nach der 
Ausbriitung den Héhepunkt und wird dann allmihlich schwiicher. 

Aus den obigen Ergebnissen kann man den Schluss ziehen, 
dass im Knorpelgewebe sicher Reduktase vorhanden ist; und 
deren Aktivitaét scheint um so starker, je jiinger das Ver- 
suchstier ist. Daraus ist zu erkennen, dass die Wachstumsenergie 
der jungen Knorpel mit dem dehydrogenierenden Prozess eng 
zusammenhangt. Hs ist auch bemerkenswert, dass Nadi-Reaktion 
beim Knorpel ganz fehlt. Wie Keilin dargelegt hat, wird diese 
Reaktion durch das Cytochrom hervorgerufen. Tatsdchlich ist 
dessen Vorhandensein im Knorpelgewebe noch von niemand 
bestatigt worden. Die Sauerstoffaktivierung in diesem Gewebe 
kann daher keine nennenswerte Inteisitat besitzen. 


EXPERIMENT II. 


Die Dehydrogenase-Aktivitat des gesunden wnd rachitischen 
Epiphysen-Knorpels. 

Wie in dem obigen Experiment sichergestellt worden ist, 
zeigen die Knochengewebe, deren Wachstum sich im Stillstand 
befindet, wie bei den langen Roéhrenknochen nur schwache de- 
hydrogenetische Aktivitét. Aber der Epiphysenknorpel solcher 
Knochen ist noch wachstumsfahig und muss daher wohl noch ein 
Reduktionsvermogen haben. In dieser Hinsicht ist es sehr interes- 
sant in Betracht zu ziehen, welche veranderten Verhaltnisse bei 
den rachitischen Tieren bestehen. Wie schon bekannt, bestehen 
die auffallendsten Verinderungen des Knochengewebes bei Rachitis 
in der Verbreiterung der Knorpelschicht durch starke Anhaufung 
der Knorpelzellen im Epiphysenteil, und dazu wird der Verkal- 
kungsprozess stark beeintrachtigt. Es ist daher sehr wahrschein- 
lich, dass die Dehydrogenase-Aktivitat bei Rachitis herabgesetzt ist. 
Um den experimentellen Beweis dafiir zu gewinnen, hat Verf. 
an Epiphysengewebe von gesunden jungen Kaninchen und von 
rachitischen Kaninchen Methylenblauversuche durchgefiihrt. Die 
rachitischen Symptome wurden bei den jungen Kaninchen nach 
der Methode von Abe (1930) hervorgerufen. Dazu wurde dem 
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eebrauchlichen Nahrmaterial ftir Kaninchen (‘‘Okara’’, Riickstand 
der Bohnenkiése-Fabrikation) eine bestimmte Menge von Calcium 
carbonicum oder Calcium lacticum zugesetzt, und das Verhialtnis 
von Ca und P darin auf 1:0,1 gebracht. Bei solcher Ernahrung 
tritt die Rachitis gewohnlich nach 2-3 Wochen auf. ; 

Die Versuchs-Resultate sind in Tabelle IV zusammengestellt. 


TABELLE IV. 
Reduktionszeit der Epiphysenknorpel von jungen und rachitischen 


Kaninchen. 
Gesunde Kaninchen. Rachitische Kaninchen. 
ar : 2 Entfarbungs- 

Lfde. Nr. | Korpergew. ce Korpergew. | on 8g 
1 480 gr 1250" 420 gr 18°20” 
2 550 ABs 400 17’40” 

3 600 1340” 450 19’ 

4 650 14’ 500 18’20” 
Mittelwerte 13’20” 18'20” 


Ks ist demnach festgestellt, dass die Deh'ydrogenase-Aktivitit 
der rachitisechen Knorpel vermindert wird. 


EXPERIMENT IIT. 


Donator-Wirkung der verschiedenen chemischen Substanzen 
fiir Knorpeldehydrogenase. 

Wie von Thunberg am Muskel und von Quastel (1925) 
am Bacterium coli nachgewiesen wurde, haben wir eine Reihe von 
Substanzen, die von den betreffenden Fermenten dehydrogeniert 
werden. 

Um nun festzustellen, welche chemische Substanz am besten 
durch Knorpeldehydrogenase dehydrogeniert wird, d.h. welche 
chemische Substanz die Energie fiir das Knochengewebe liefert, 
habe ich die Wirkung einiger Donatoren auf die Rippenknorpel 
und langen Réhrenknochen von Kaninchen und die Knorpel von 
Stechrochen (Dasybatus akajei, Miller und Henle) verglichen. 
Die Resultate sind in Tabelle 5 zusammengefasst. 
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TABELLE V. 
Donator-Wirkung der verschiedenen Substanzen. 


Reaktionsgemisch: 0.5 ¢ Gewebe+0.3 cem 000 M-b Losung 


+3.0 ¢cem Phosphat-Puffer (Px 7.2) 
+ 0.3 cem Donator. 


lange Rohren- Rippen- Knorpel 
Donato ee oe 

Kaninehen. | Kaninchen. rochens. 

2% Biozucker BY 8'30” 38’ 
M/10 Traubenzucker 63’ 2077 >120’ 
M/10 Bernsteinsaures Natrium 68’ 16’30” >120’ 
M/10 Fruchtzucker ess oran” >120’ 
M/10 Milchsaures Natrium 78 19’20” >120’ 
Kontrolle (ohne Donator) 65’ 18’50” >120’ 


Wie die obige Tabelle zeigt, ist der Einfluss des Biozuckers, 
den Kodama (1930) aus dem Herzen von Kihen extrahiert hat, 
und der eine Art von Hexosemonophosphat darstellt, als Donator 
auf die Knochen und Knorpel von Kaninchen ebenso wie auf die 
Knorpel des Stechrochens auffallend starker als der anderer Sub- 
stanzen. Es ist bemerkenswert, dass bernsteinsaures Natrium, 
welches ein sehr aktiver H»-Donator fiir Muskelgewebe ist, bei 
Knorpeln und Knochen als Donator nur schwach wirksam ist. 

Es sei hier bemerkt, dass Kamada (1932) auch eine reichliche 
Phosphatablagerung im wachsenden Knochengewebe in Anwesen- 
heit von Biozucker unter Mitwirkung von Knochenphosphatase 
gefunden hat. Vielleicht entsteht durch Dephosphorierung labiler 
Zucker, welcher leicht dehydrogeniert werden kann. 


EXPERIMENT IV 


Uber die Dehydrogenase des Kallusgewebes. 


Bei meinen diesbeziiglichen Versuchen habe ich dieselbe 
Methode angewendet wie in den Versuchen tiber die Knorpel 
Dehydrogenase-Aktivitaét ; auch die verwendete Gewebemasse, die 
M/5000 Methylenblau-Lésung und der Puffer (Pu 7.2) waren 
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dieselben. Als Material diente mir die Kallusmasse aus den folgen- 
den 4 Entwickelungsstadien bei Kaninchen, denen der Vorderarm 
gebrochen wurde: 
I. Bindegewebiges Stadium. 
II. Knorpeliges Stadium. 
III. Stadium des Hindringens der Blutgefiasse. 
IV. Stadium der Bildung der Knochenbalken. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle VI dargelegt. 


TABELLE VI. 
Die Entfarbungszeit durch Kallusdehydrogenase. 


M ge 
Das Reaktionsystem: 0.5 g Gewebe+0.3 eem 5000 Mb-Losung 


+3.0 cem Phosphat-Puffer (Px 7.2) 


Nv. I. Stad. Il. Stad. TIT. Stad. IV. Stad. 
1 25'10” 17’50” 1510” 2850” 
2 27/10” 20'10” 1320” 30'20” 
3 26’ 19’20” 14’ 27°10" 
4 23'50” 18’40” 14’50” 3120” 
5 25'20" 19’ 16” 27'50” 
Mittelwerte 25'30” 19’ 14’40” 2910” 


Demnach wird also die Dehydrogenase-Aktivitaét des Kallus 
ftir Methylenblau von I. bis zum III. Stadium allmihlich immer 
stiirker, dagegen wird sie im IV. Stadium schwiicher, woraus sich 
schhessen lasst, dass die Dehydrogenase-Aktivitit am héchsten ist, 
wenn die Kallusbildung lebhaft stattfindet. 


EXPERIMENT V. 


Uber die Atmung und Glykolyse des Knorpelgewebes. 
Hoffmann (1928) versuchte mit der manometrischen 
Methode den Sauerstoffverbrauch des Knorpels zu messen, doch 
konnte er zu keinen positiven Resultaten kommen. 
Nach meinen bisherigen Versuchen ist in dem Knorpel- und 
Kallusgewebe keine den Sauerstoff aktivierende Oxydase vorhanden, 
dagegen ist die Dehydrogenase in grossen Mengen vorhanden. Es 
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ist daher anzunehmen, dass der Stoffwechsel der beiden Gewebe 
zum grossten Teil durch anaerobe Glykolyse vor sich geht. Um 
diese Tatsache sicher zu stellen, hat Verf. mit dem Warburg’schen 
Manometer weitere Versuche angestellt. 

Verf. hat nach der alten Warbureg’schen Methode den Sauer- 
stoffverbrauch der Knorpel gemessen, doch war dies auch vergebens; 
er hat deshalb die neue Warbure’sche Methode zur Messung der 
Atmung und Glykolyse angewendet. In den Atmungstrog wurden 
Ringer-Losung und frische, diinne Gewebsstiicke eingetan, dazu 
zur Messung der aeroben Glykolyse das Gasgemisch von Sauerstoft 
und Kohlendioxyd (Volumratio 19:1) und fiir die Messung der 
anaeroben Glykolyse ein Gemisch von Stickstoff und Kohlendioxid 
(19:1 5% COz in Ov oder 5% Coe in Nz) eingeleitet, das Ganze im 
Thermostat bei 37.5°C geschiittelt, und in allen Fallen zu einer 
bestimmten Zeit die Verainderunge des Gasdrucks innerhalb des 
Gefasses bestimmt. Daraus wurden die Qo, ORs. Qn. berechnet, 


welche die folgende Bedeutung haben: 


emm verbrauchter Os 


(Atmung) 
mg Gewebe x Stunden 


Qo,= 


__ emm Extrakohlensaure gebildet in O02 Chem ciye 
mg Gewebe x Stunden 


Os 
Q¢o. 


oe _ emm Extrakohlensaure gebildet in 02 erase (Ginns: 
: me Gewebe x Stunden 


Verf. hat zuerst die Brustknorpel von Hiihnern, sowie die 
Rippenknorpel von Rindern und Hunden auf Atmung und Glyko- 
lyse untersucht; da aber der Stoffwechsel zu schwach war, konnte 
eine genaue Messung nicht von Erfolg sein. Nur mit dem Brust- 
knorpel der Kiiken, welchen die starkste Reduktionskraft fiir das 
Methylenblau zeigt, ist es dem Verfasser gelungen, ein zuver- 
lassiges Resultat zu bekommen, wie in Tabelle VII dargestellt. 

Aus der obigen Tabelle sieht man, dass die Atmung und aerobe 
Glykolyse zwar Null sind, aber die anaerobe Glykolyse ist doch 
deutlich messbar. Ganz derselbe Versuch wurde mit 20 Tage alten 
Kiiken unternommen. Qo, und QPS sind auch hier gleich Null, 
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TABELLE VII. 
Atmung und Glykolyse des Brustknorpels von Kuken. 
(Alter des Kiikens 10 Tage. Methylenblauentfarbungszeit 6 Minuten) 


Gasraum O2+5 proz. COs N2+5 proz. COz 
Gefaiss A Gefiss B Gefass C . 
Volumina in cem Vr=8 Vr= 3 Vr= 3 
Vea=8,751 VG=12,418 VGq=12,255 
Gefisskonstanten US = 0,7873 Ko, = 1,0989 Koo,= 12451 
as Keon bese Keog= L2602 
Oz No 
Qo. Qo. Qo. 
0 5.8 
0 3.5 
0 Any 
Mittelwert 4.5 


aber Ors. zeiet einen Mittelwert von 1.2, d.h. er ist viel schwacher 
als der von dem jiingeren Tier. 

Ebenso ist auch die Methylenblau-Entfarbungszeit der beiden 
Tiere eine verschiedene, sie betrug bei dem jiingeren 6’ und bei dem 
alteren 7’20”. Es entsprechen daher die Ergebnisse dieses gaso- 
metrischen Versuches der Aktivitat des dehydrogenetischen Fer- 
mentes. Auch dass ein den Sauerstoff aktivierendes Ferment nicht 
vorhanden ist, ist aus diesen Umstainden ohne weiteres erklarlich. 


EXPERIMENT VI. 


Uber die Atmung und Glykolyse des Kallusgewebes. 


Neuhaus (1929) hat mit dem Warburg’schen Manometer 


den Stoffwechsel von vielerlei Granulationsgewebe gemessen, 


darunter auch die Atmung und Glykolyse des Kallus. Er fand 
dabei, dass inbezug auf den Stoffwechseltypus Ubergiinge vorhanden 
sind zwischen dem ruhenden Gewebe und den bésartigen Geschwiil- 
sten. Der Kallusstoffwechsel ahnelt dem des gutartigen Tumors. 
Das als Material bentitzte Kallusgewebe wurde, wie in Exp. 4 
beschrieben, von Kaninchen erhalten. 
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Ich habe auch in diesem Falle die Kallusbildung in 4 Stadien 
geteilt, und im einzelnen Stadium die Atmung und Glykolyse 
gemessen. Die Resultate sind in Tabelle VIII angegeben. 


TABELLE VIII. 


Die Atmung und Glykolyse des Kallusgewebes. 


O2 Ne 
Qo. Qo0e Q Oz 


I AE IMME |} LAY if Here TESS | eV I II TE) AYA 


8S) | a2) || Bea ae any |) yt! 7.5 3.2 | 5.8 WeOm |e On We oee 
ey | StS) || SG) = ead aa Fehon, 8.5 4.1 | 48] 10.4 | 13.4] 6.2 
— 4.6) | 4.5), —2.3 || —039'| 4.5 | 5.38 6.5 Dein G32 7.2 9.4) 3.1 
Ooo esol 1.35] sos0 oO 4.8 pen lle viel 6.8 | 12.7] 4.4 
SEES) | Shey), Sats} || LAG) ye ae) 7.4 3.0 | 8.2 6.2 | 10.6] 4.8 


Mittel- 
wert 
—3.8 | —4.1| —3.9] —1.6] 4.6 a5 6.9 Dall 6.2 USE |e alaless 4.8 


Wie aus den Tabellen hervorgeht, ist der Wert fiir die aerobe 
und anaerobe Glykolyse vom III. und von II-III. Stadium 
allmahlich vermehrt, beim IV. Stadium nimmt er sb. Der Wert der 
Atmung ist im I., II. und III. Stadium derselbe. Damit sind die 
Ergebnisse des 1V. Experiments nochmals bestatigt, namlich dass 
im dritten Stadium, wo die Kallusbildung am ‘lebhaftesten statt- 
findet, die Dehydrogenase am starksten aktiv ist. Wir konnen auch 
bemerken, dass die Atmung nicht immer der Aktivitat der Kallus- 
bildung parallel verstarkt wird, was wohl dem Gedanken eine 
Stiitze sein kann, dass der Sauerstoff im Stoffwechsel bei der Kallus- 
bildung keine so wichtige Rolle spielt wie in anderen Geweben. 


DISKUSSION. 

Seitdem eine genaue Bestimmung der Atmungsgrdsse der 
tierischen Gewebe nach der mikromanometrischen Methode von 
Warburg moglich ist, haben unsere Kenntnisse iiber die biologische 
Oxydation bemerkenswerte Fortschritte gemacht. Es ist uns seit- 
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dem klar geworden, dass sowohl in den Muskeln als auch in anderen 
Gewebsarten die anaerobischen Oxydationsvorginge eine nicht zu 
unterschitzende Rolle im Gesamtmetabolismus spielen. In dieser 
Hinsicht bietet das Knorpelgewebe ein besonderes Interesse, 
weil dieses Gewebe wegen der sparlichen Blutversorgung ein von 
anderen Geweben vollig abweichendes Verhalten zeigt, d. h. €s 
findet eine anaerobe Oxydation wegen des Sauerstoffmangels statt 
in demselben Sinne wie im Muskelgewebe. Fiir derartige Vorgange 
finden wir eine Reihe von Dehydrogenase-Arten in den Muskeln, 
die manche organische Nahrstoffe in Abwesenheit von Sauerstoff 
oxydieren kénnen. Als solehe Fermente wurden die Suecinode- 
hydrogenase, die Aldehydrase, Xanthinoxydase und die Biozucker- 
dehydrogenase erkannt. Kodama hat ausdrtcklich betont, dass 
fiir die energieliefernden fermentativen Prozesse das letztgenannte 
Ferment von der gréssten Bedeutung ist. 

Es ist daher von hohem Interesse zu bestiitigen, dass ein 
soleches Ferment auch im Knochenkallusgewebe tatsachlich aktiv ist. 
Die Ergebnisse meiner Versuche sind in diesem Sinne zu deuten. 
Durch die Methylenblautechnik nach Thunberg konnte ich den 
einwandfreien Beweis dafiir erbringen, dass eine Hexosephosphat- 
verbindung, die nach Kodama aus dem Ochsenherzen isoliert 
wurde, nimlich Biozucker, am stirksten dehydrogeniert. Einfache 
Zuckerarten, wie Glukose und Fruktose, smd ganz unwirksam. 
Aber Candiolin, ein Hexosediphosphat aus Hefe, ist fast ebenso 
eut wirksam wie Biozucker. Es ist daraus zu erkennen, dass 
Zucker in Verbindung mit Phosphorséiure in eine labile Form 
umgewandelt wird, wie bei der Girung und der Muskelkontraktion. 

Diese Funktion der Dehydrogenase wurde im Knorpelgewebe 
weiterhin gut bestiétigt, wenn Atmung und Glykolyse nach der 
manometrischen Methode von Warbung gemessen wurden. Es 
wurde mittels dieser Methode festgestellt, dass Atmung und Glyko- 
lyse fast gleich Null sind, wahrend fiir die anaerobe Glykolyse ein 
hoher Wert erhalten wurde. Die Aktivitat der Dehydrogenase 
verlaiuft parallel zu der Intensitaét der anaeroben Glykolyse, und 
zwar in allen Phasen des Knochenwachstums und der Kallusbildung. 
Es ist daraus zu schliessen, dass die Lebens- und Wachstums- 
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energie hauptsdchlich von der anaeroben Oxydation durch das 
Hexosephosphat herriihrt. 

Diese Tatsache wird noch interessanter, wenn wir eine weitere 
wichtige Funktion des Hexosephosphats bei der Knochenbildung 
berucksichtigen. Wie Meyer bereits festgestellt hat, tibt das 
Hexosephosphat eine besonders giinstige Wirkung auf die Knochen- 
bildung aus. Im Vergleich zu anorganischen Phosphatverbin- 
dungen wird die Phosphorséiure in Verbindung mit Hexose viel 
besser ausgeniitzt. Natiirlich spielt auch die Robinson’sche Phos- 
phatase eine unentbehrliche Rolle. 

Es scheint ferner auch das Calcium-Ion auf dieses Ferment 
einen gunstigen Hinfluss auszuiiben. Es wird daher bei Vorhanden- 
sein von Hexosephosphat und Calcium die Aktivitét der Phos- 
phatase gesteigert und die Prazipitation von Calcium befordert. 

Nach allem diirfen wir wohl annehmen, dass die Neubildung 
des Knochen- und Kallusgewebes unter Mitwirkung der Dehydro- 
genase und Phosphatase geschieht. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Knorpel und das Kallusgewebe haben keine Oxydase. 
Nach Ansicht von Wieland geht deren Stoffwechsel dehydratisch 
vor sich. 

2. Die Dehydrogenase-Aktivitat der Knorpel ist sehr viel 
starker als die der Knochen. 

3. Bei gesunden Kaninchen ist die Dehydrogenase-Aktivitat 
der Epiphysenknorpel starker als die bei rachitischen Kaninchen, 
d.h. der Stoffwechsel des Knorpels ist bei fortschreitendem Ver- 
kalkungsprozess lebhafter, als wenn der Verkalkungsprozess auf- 
gehort hat. 

4. Als Energielieferer fiir die Knorpel- und Knochengewebe 
ist der Biozucker von groésserer Bedeutung als andere Donatoren. 

5. Mit fortschreitender Entwickelung des Organismus 
schwankt die Dehydrogenase-Aktivitat. 

6. Die Kallus-Dehydrogenase-Aktivitat und der Wert der 
Glykolyse ist dann am héchsten, wenn die Verkalkung lebhaft vor 
sich geht. 
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7. Die Glykolyse liefert den Knorpeln und dem Kallusgewebe 
Energie. 

Am Schiusse dieser Arbeit ist es mir eine angenehme Pflicht 
meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. K. Kodama, fiir 
Anregung und Leitung bei dieser Arbeit sowie fiir giitige Durch- 
sicht meines Manuskriptes meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
Dank schulde ich ferner auch Herrn Prof. Dr. S. Jinnaka fiir viele 
wertvolle Anregungen und stets bereitwilligst gewahrten Rat. 
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EINFLUSS DES CALCIUM AUF DIE KNORPEL- 
PHOSPHATASE. 


Von 


GITARO KUWABARA. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultét 
der Kaiserlichen Kyushu-UOniversitét zu Fukuoka, Japan. 
Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Hingegangen am 12. Juli 1932) 


EINLEITUNG. 


Nach Robison (1923-1925) ist bereits klar, dass die Phos- 
phatase bei dem Verkalkungsprozess des Knorpels eine grosse Rolle 
spielt. Ganz dieselbe Rolle der Phosphatase wurde von Kamada 
(1931) auch bei der Kallusbildung beobachtet. 

Wie von Meyer (1932) ausftihrlich dargelegt worden ist, 
wird die Phosphorséiure in Form von organischen Verbindungen 
wie Glyzerin-Phosphorsaure, Hexosediphosphat, ete., mehr nutzbar 
als die anorganische. Vielleicht konnen solche organischen Phos- 
phorverbindungen leichter ins Gewebe eindringen, die Phosphor- 
sdure wird durch das Ferment abgespalten und geht mit dem dort 
befindlichen Calcium eine unlésliche Verbindung ein. Es ist aber 
ganzlich unverstandlich, warum in solchen Geweben wie der Niere, 
wo die Phosphatase ebenso reichlich vorhanden ist, nicht die 
eleiche Prazipitation von Calcium und Phosphor stattfindet. 

Da die Geschwindigkeit der chemischen Reaktion der Kon- 
zentration der reagierenden Substanzen proportional ist, kann man 
annehmen, dass in dem ossifizierenden Gewebe die Konzentration 
des Calciums eine hohere ist. Wenn dies der Fall ist, muss man 
dort eine besondere Anreicherung an Calcium annehmen, was 
tatsachlich von Meyer (1. c) nachgewiesen worden ist. 

Man kann weiter auch annehmen, dass die Phosphatasen in 
den verschiedenen Geweben ein verschiedenes Verhalten gegentiber 
fusseren Hinfltissen zeigen. Unter solchen ist der Einfluss des 
Calciums recht bedeutungsvoll. Wenn es gelingen wiirde, experi- 
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mentell nachzuweisen, dass die Phosphatase aus dem ossifizierenden 
Gewebe bei Vorhandensein von Kalksalzen eine erhohte Aktivitat 
zeigt, dann ware deren Funktion bei der Knochenbildung gut zu 
verstehen. 

Die foleenden Befunde geben in dieser Hinsicht gut iiberein- 
stimmende Resultate. 


EXPERIMENT. 


Das Kallusgewebe wurde fein zerlegt, davon eine bestimmte 
Menge in einem Glasrohr abgewogen und mit 1,0 ccm wasseriger 
Lésungen von Ca- od. Na-Salzen der M/20 Glycerophosphorsiure, 
die stets auf Pu 8.6 mit 8.0ccm von Glykokoll-NaOH (M/10) 
Puffer gepuffert wurden, versetzt. Weiter wurden kleine Mengen 
Toluol hinzugefiigt und bei 38°C 18 Stunden lang im Thermostaten 
stehen gelassen. Danach wurde die Zunahme des freien anorgani- 
Schen Phosphors nach Fiske und Subbarow (1925) bestimmt. 

Als Nieren-Phosphatase wurde die Kaninchen-Niere benutzt. 


TABELLE I. ~ 
Die Aktivitaét der Nieren- und Kallus-Phosphatase gegen 
Ca- und Na-Glycerophosphat. 


Gespaltene Menge von Anorg. P in mg pro 1 g Gewebe 
Gewebe 
Ca-Glycerophosphat Na-Glycerophosphat 

tb) ees Mittel. 1.65 Mittel. 
Niere 0.4 ¢ 2)) 252 1.93 2.02 Tal 

3) 1.87 1.88 

1) 9.97 6.26 
Kallus 0.05 ¢ 2) 10.17 9.95 6.43 6.61 

3) 9.71 ES 


Aus der obigen Tabelle geht hervor, dass die Aktivitét der 
Kallus-Phosphatase viel stirker als die des Nierengewebes ist, was 
besonders auffallend in Anwesenheit von Ca-Salzen ist. Ganz 
dieselben Resultate wurden angetroffen, wenn Ca in Form von 
anorganischen Salzen zugegeben wurde (Tabelle If), 
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TABELLE II. 


Der Einfluss von Calcium-Salzen auf die Wirkung von Nieren- und 
Kallus-Phosphatasen gegen Na-Glycerophosphat. 


Reaktionsgemisch: 0.4g¢ (Niere) od. 0.1g (Kallus) 
+1.0 cem von M/20 Na-Glycerophosphat. 
+8.0 eem von Glykokoll-NaOH Puffer (Pu 8.6) 
+1.0 cem CaCl: Losung von verschiedenen 
Konzentrationen+einigen Gtt. Toluol. 


Reaktionstemperatur 38°C. 
Reaktionsdauer 18 Stunden. 


Gespaltene P in mg 


ne oe pro 1g Nierengewebe pro 1g Kallusgewebe 
iD) alse Mittel. i) So Mittel. 

M/10 2) 1.65 AD 2) 9.78 8.87 
3) 1.84 3) 8.65 
1) 2.06 WY 768 

M/100 2) 1.89 1.91 2) 8.05 7.56 
3) 1.79 3) 7.00 
i) eee 1) 7.16 

M/1000 Dy Tey 178 2) 7.52 6.63 
3) 1.70 3) 5.22 
1) 1.80 1) 6.21 

Aq. dest 2) 1.94 1.85 2) 7.09 6.12 
83) 1.82 3) 5.06 


Auch hier sieht man, dass die Kallus-Phosphatase viel aktiver 
als die Nieren-Phosphatase ist, und dass unter den gegebenen 
Bedingungen je konzentrierter die Lisung von CaCl, um so 
giinstiger die Wirkung auf die Kallus-Phosphatase ist. 

Es ist auch interessant zu untersuchen, ob dieser aktivierende 
Einfluss auch bei dem Magnesiumsalz angetroffen wird. (Tabelle 
Ris) 

Die Kallus-Phosphatase zeigt bei Vorhandensein von Mag- 
nesium keine Schwankungen in der Aktivitat. 
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TABELLE ITI. 
Der Hinfluss von Magnesiumsalz auf die Wirkung der Kallus-Phosphatase. 

Reaktionsgemisch: 0.1 g (Kallus), 

+1.0 cem von M/20 Na-Glycerophosphat. 

+ 8.0 cem von Glykokoll-NaOH Puffer (PH 8.6), 

+1.0¢em Mg Cl. Lésung von verschiedener 

Konzentration+einige Gtt. Toluol. 

Reaktionstemperatur 38°C. 
Reaktionsdauer 18 Stunden. 


Konz. der MgCle Los. Gespaltener P in mg pro 1g Kallusgewebe 
M/10 ; : Ta 
24D 
1) 6.86 
M/100 7.24 
2 TEGS 
1) 6.56 
M/1000 7.21 
| 2) 7.87 | 
: gs | 
1) 6.86 | 
Aq. dest. 7.10 
2) 7.84 = 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Kallusphosphatase wirkt beim Vorhandensein von Ca- 
Salz aktiver, aber nicht die Nierenphosphatase. 

2. Solche aktivierende Wirkung fehlt dem Magnesiumsalz. 

Am Schlusse dieser Arbeit ist es mir angenehme Pflicht meinem 
hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. K. Kodama, fiir 
Anregung und Leitung bei dieser Arbeit sowie fiir giitige Durech- 
sicht meines Manuskriptes meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
Dank schulde ich ferner auch Herrn Prof. Dr. 8. Jinnaka fir 


viele wertvolle Anregungen und stets bereitwilligst gewihrten Rat. 
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BEDEUTUNG DER GALLENSAURE IM KOHLE- 
HYDRATSTOFFWECHSEL. XXIII. 


Einfluss der Gallensdure und des Adrenalins auf die 
experimenteile Glykocholie. 


Von 


TOSHIYUKI TANAKA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 10. August 1932) 


Es wird im allgemeinen anerkannt, dass die Leber nicht nur 
ein Ausscheidungsorgan sondern auch ein Sekretionsorgan ist, 
genau wie die Niere. Nach [koma (1927) sollen Leber und Niere 
als Ausscheidungsorgane wechselseitig funktionieren. 

Was die Zuckerausscheidung in der Galle anbetrifft, so wurde 
von vielen Autoren wie Hirayama (1925), Kimura (1930) u. 
Sugimoto(1930) die Kaninchengalle, und von Hirayama(1925) 
die Hundegalle untersucht; dabei wurde gefunden, dass in der 
Galle des Kaninchens durechschnittlich 0,02% und in der des Hundes 
0,053-0,088% Zucker als reduktive Substanz enthalten ist, und 
dass nach Nagai (1923) u. Sugimoto (1930) bei der Belastung 
des Kaninchenorganismus mit Zucker die reduktive Substanz in 
der Galle sich vermehrt. 7 

Weiter hat Sugimoto (1930) experimentell bewiesen, dass 
bei Leberschadigungen, wie z. B. durch Phosphor oder Chloroform, 
die Zuckerausscheidung in der Kaninchengalle sich vermehrt, und 
dass diese dureh Belastung mit Zucker vermehrte ZAuckeraus- 
scheidung im Verhaltnis zum hyperglykimischen Wert viel starker 
auftritt: Dies beruht wohl zum Teil auf der durch die Leber- 
schidigung verursachten, mangelhaften Gallen- bzw. Gallensaure- 
bildung, deren Folge verminderte Glykogenbildung in der Leber 
ist. 

Die Zuckerausscheidung in der Galle, Glykocholie, diirfte also 
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mit der Gallensiurebildung der Leber in innigem Zusammenhang 
stehen. Es wurde schon von vielen Autoren wie Itoo (1930/31), 
Misaki (1927), Okamura, T. (1928), Murakami (1928), 
Fuzita (1932) u. Tsuji (1930), bewiesen, dass die Gallensiure 
im Organismus als ein Hormon wirken kann. 

Dadurch diirfte die Glykocholie durch verschiedene Hormone 
beeinflusst werden kénnen. Und je nachdem die Hormone auf 
Glykogenolyse oder Glykogenie fordernd wirken, kénnte sich ver- 
minderte oder vermehrte Glykocholie einstellen. In diesem Sinne 
habe ich den Einfluss der Cholsaure und des Adrenalins auf die 
Glykocholie des Hundes untersucht, die beide nach Misaki (1927), 
Okamura (1928), Fuziwara (1932) usw. bei der Glykogenolyse 
und Glykogenie der Leber aufeinander antagonistisch wirken. 
Nach Miki (1932) soll die Zufuhr einer kleineren Menge von 
Adrenalin die Glykogenbildung der Leber férdern. 

Um zu sehen, ob diese Adrenalinwirkung auch bei der Glyko- 
cholie eintreten kann, wurde die Zuckerausscheidung in der Galle 
bei Zufuhr von verschiedenen Mengen Adrenalin untersucht. 

Durch die Untersuchungen yon Rupp (1928), Dresel (1927), 
Hisamoto (1928) u. Tsuji (1930) wurde festgestellt, dass nach 
Splanchnikotomie Adrenalinhyperglykimie und Gallensiurehy po- 
glykamie viel schwicher auftreten, als bei normalen Kaninchen. 
Nach Miki (1932) soll die die Glykogenbildung der Leber und 
des Muskels férdernde Wirkung der Gallensiiure durch Splanch- 
nikotomie unter Erregung der Sympathischen Nerveniste her- 
abgesetzt werden. Ich habe schon in meiner vorigen Mitteilung 
erwahnt, dass die Zuckertoleranz des Fistelhundes dureh Verlust 
der Gallensaéure herabgesetzt und durch deren Wiederzufuhr ge- 
steigert wird. Dabei habe ich bemerkt, dass diese Steigerung der 
Zuckertoleranz auf der gesteigerten Glykogenie in der Leber 
beruhen muss. Hier wurde daher der Einfluss der Splanch- 
nikotomie auf die Glykocholie des Hundes sowohl mit als auch 
ohne Zufuhr des den Kohlehydratstoffwechsel beeinflussenden 
Hormons untersucht. 
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EXPERIMENTELLER TEI. 


1. Glykocholie bet Zufuhr von Cholséiure und Adrenalin. 


2 Hunden wurde nach Bickel eine permanente Gallenblasen- 
fistel angelegt, und die Galle aus der Fistel nach Ikoma (1927) 
gesammelt. Wahrend des Versuches wurde den Hunden immer 
eine bestimmte Nahrung verabreicht, und nach Beendigung eines 
Versuches liess ich die Hunde immer einige Tage bis zum niachsten 
Versuch zur Ruhe kommen, Als Kontrolle wurde zuerst die Galle 
in der niichternen Zeit von 8 Uhr morgens ab-eine Stunde lang 
gesammelt, und um 9 Uhr wurden den Hunden 0,5-1,0 eem 
destilliertes Wasser pro Kilo, um 10 Uhr 3cem einer 50%igen 
Glukoselosung pro Kilo intravenés (Vena Saphena) injiziert. Von 
9 Uhr an wurde die Galle stiindlich gesammelt, und ihr Zucker- 
gehalt nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Die Resultate sind 
in Tabelle I zusammengestellt. Zum eigentlichen Versuch wurde 
den Hunden 0,5-1,0 cem einer 1%igen Na-cholatlosung pro Kilo 
anstatt des Wassers intraven6s eingeflosst (Tabelle 1). Beim nach- 
sten Versuch wurden den Hunden 0,03—-O0,05 cem einer 0,1 %igen 
Adrenalinchloridlé6sung pro Kilo subkutan, und bald danach 3 ccm 
einer 50% igen Giukoselésung pro Kilo intravends verabreicht 
(Tabelle I). Andrerseits wurde den Hunden eine etwas kleinere 
Menge von Adrenalin, 0,01—0,008 cem derselben Adrenalinlosung, 
gegeben (Tabelle [). 

Aus Tabelle I lasst sich ersehen, dass der Gehalt an reduktiver 
Substanz in der normalen Fistelgalle 0,063-0,09%, durchschnittlich 
0,08%, betragt, und dass er bei Zufuhr von Zucker durchschnittlich 
prozentual 76,83-84,21% in der ersten Stunde zunimmt, um wieder 
in der nichsten Stunde zum Anfangswert zurtickzukehren, wahrend 
bei Zufuhr von Cholséure mit Zucker die prozentuale Zunahme der 
reduktiven Substanz in der ersten Stunde durchschnittlich 38,27- 
42.17% betragt. Die Zunahme der reduktiven Substanz bei Zufuhr 
von Glukose sowie von Glukose mit Cholsfiure ist sowohl der 
absoluten Menge nach, als auch prozentual am grossten in der 
ersten Stunde nach der Zufuhr, wie aus der Tabelle I ersichtlich 
ist. Aus der Tabelle I geht ferner hervor, dass die Zucker- 
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TABELLE I. 
Versuch bei normalen Hiindinnen. 


Hiindin D 15.5 kg. 


Gallenmenge nach Zuckergehalt nach 
Stunden (cem) Stunden (%) Bemer- 
Nr.| Dat. kungen 
Vion Fy las 3 4} Vor il 2 3 4 
=| = | } 

1 {17/9 |10,4| 9,4] 6,4] 7,6] 5,4] 0,084] 0,147] 0,107! 0,105 0,105 

2} 1/10] 9,5] 4,8] 9,4] 4,0] 5,0] 0,087} 0,151] 0,097| 0,091 0,099 | Giukose 

3 | 14/10 |10,0| 6,3} 9,2) 7,6] 6,0| 0,076] 0,138] 0,083] 0,098 0,090 

1 / 15/9 | 8,8) 8,2) 7,4] 5,2] 6,5] 0,087] 0,118] 0,099] 0,097 0,091 | Glukose u. 
2 4/10 |12,8) 6,4! 7,8] 8,4] 6,4] 0,077| 0,115] 0,094 0,089 | 0,097 | Cholsiure 
3 | 7/10 |12,8| 8,7) 6,6| 7,4] 5,0} 0,078] 0,102} 0,093] 0,097 0,080 

1 | 29/9 | 6,4} 4,8} 8,3) 7,1] 6,8} 0,088} 0,171] 0,124 0,105} 0,105 | Glukose u. 
2 | 11/10 | 8,8) 4,8|10,6| 7,4] 6,6! 0,084 0,168 | 0,097] 0,111) 0,116 3,0—5,0 mg 
3 | 31/10 | 7,8] 8,2] 9,6| 7,0] 6,0] 0,088} 0,171] 0,081 0,105 | 0,112 | Adrenalin 
1 | 21/10 |14,0| 9,6} 7,4] 6,6] 5,6] 0,084] 0,130 0,104} 0,106] 0,123] Glukose u. 
2 | 25/10 |16,0 |11,6 |10,8| 6,3| 7,0] 0,078! 0,115 0,106} 0,113} 0,110/ 0,8_1,0 mg 
3 | 28/10 14,8] 9,1} 8,3] 8,0] 7,0] 0,080] 0,127 0,106} 0,105! 0,101) Adrenalin 

Hindin E 13,0 kg. 

1/ 14/9 | 7,3| 5,4] 5,6| 5,3] 5,1} 0,081 0,145 | 0,091} 03103} 0,100 

2/19/9 | 8,8) 8,0) 5,5| 8,21 7,41 0,077 0,143 | 0,119} 0,105] 0,089 | Glukose 

3 | 14/10 }12,8| 8,6] 4,9] 8,0| 5,0] 0,069 0,133 | 0,103} 0,096! 0,098 

1 | 25/9 | 7,6} 6,6| 5,7] 6,8] 7,5| 0,090] 0,122 0,110] 0,102} 0,095 | Glukose u. 
2 | 4/10} 9,0} 6,8} 4,0] 5,4] 4,6] 0,82! 0,120 0,118} 0,106] 0,103 | Cholsiure 
3 | 7/10 | 9,4] 7,6] 4,3] 7,0] 4,8] 0,078] 0,119 0,116 | 0,098 | 0,098 

1; 1/10] 9,3} 5,0} 3,2} 3,5] 5,1! 0,078 0,166 | 0,135 | 0,139] 0,127 | Glukose u. 
2 | 11/10 {10,0} 7,8} 4,6] 3,9] 4,2) 0,063 0,146 | 0,112; 0,112} 0,137 | 3,0-5,0 mg 
3 | 31/10 | 7,2| 6,0} 5,7] 5,7] 3,2 9,082 | 0,164} 0,099} 0,102} 0,124) Adrenalin 
1 | 21/10 | 5,6] 8,8|12,4| 6,9 9,0} 0,063 | 0,088] 0,059 0,075 | 0,068 | Glukose wu. 
2 | 25/10 | 8,4/10,4] 8,2] 5,4] 6,0 0,082 | 0,133] 0,102] 0,112} 0,117 0,8—1,0 mg 
3 | 28/10 | 9,2] 9,8] 4,0] 3,8] 5,8 0,080} 0,127) 0,104] 0,114] 0,109 | Adrenalin 


ausscheidung in der Galle sowohl absolut als auch prozentual dureh 
Zufuhr von Glukose vermehrt wird, und dass diese vermehrte 
Zuckerausscheidung in der Lebergalle, also die Glykocholie, durch 
Zufuhr der Cholsiure sowohl absolut als auch prozentual herab- 
gesetzt wird, wie das auch beim Harn der Fall ist. Es handelt 


sich wohl um eine durch Cholsiure gesteigerte Glykogenbildung in 
der Leber. 
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Was die Gallenmenge anbetrifft, so wurde gefunden, dass sie 
sich in den meisten Fallen durch Zufuhr von Glukose mit der Zeit 
allmahlich vermindert, obwohl der Zuckergehalt in der Galle im 
Vergleich mit dem vor der Zuckerzufuhr noch hoher ist. Auch 
bei Zufuhr von Zucker mit Cholsiure vermindert sich die Gallen- 
menge, und hierbei wird natiirlich der Zuckergehalt in der Galle 
im Verhdltnis zur Verminderung der Gallenmenge stark herab- 
gesetzt. 

Aus der Tabelle I erhellt, dass bei Zufuhr von Adrenalin (3,0— 
5,0 mg pro Kilo) die prozentuale Zuckerausscheidung in der Galle 
in der ersten Stunde den hodchsten Wert erreicht, und dass sie im 
Vergleich mit der Ausscheidung vor der Zufuhr prozentual durch- 
schnittlich um 95,40-114,86% gesteigert wird, ferner dass diese 
Steigerung verglichen mit der bei Zufuhr ven Zucker allein viel 
starker auftritt, und dass auch der absoluten Menge nach der 
Zuckergehalt der Galle im Vergleich mit dem bei alleiniger Zufuhr 
von Zucker sich vermehrt. Die Zuckerausscheidung in der Galle 
wird also durch Zufuhr von Adrenalin in der hier verwendeten 
Menge vermehrt. Die prozentual stark vermehrte Glykocholie 
beruht auf der Verdickung der Galle. 

Bei Zufuhr von 0,8-1,0mg Adrenalin pro Kilo wird die 
Zuckerausscheidung in der Galle verglichen mit der vor der Zufuhr 
prozentual durechschnittlich um 53,09-54,67% gesteigert. Diese 
prozentuale Steigerung tritt verglichen mit der bei Zufuhr von 
Zucker allein viel schwaécher auf. Die Gallenmenge wird bei 
Zufuhr von Adrenalin in dieser Menge im Vergleich mit der bei 
Zufuhr von 3,0-5,0 mg Adrenalin nicht so stark vermindert. Viel- 
mehr wird die Zuckerausscheidung in der Galle bei Zufuhr von 
0,8-1,0 mg Adrenalin der absoluten Menge nach etwas vermehrt, 
und diese Vermehrung ist grédsser als bei alleiniger Zuckerzufuhr. 

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die Glykochohe bei 
Zufuhr von Adrenalin ganz anders vor sich geht als im Harn, 
wihrend die Zuckerausscheidung im Harn dureh Zufuhr einer 
erésseren Menge von Adrenalin gesteigert, aber durch eine kleinere 
herabgesetzt wird, wie schon Chikamori (1932) bei Kaninchen 
beobachtet hat. 
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2. Glykocholie des links splanchnikotomierten Hundes 
bet Zufuhr von Cholsiure und Adrenalin. 

Bei diesem Versuch wurde den Gallenblasenfistelhunden der 
linke Splanchnicusnerv dicht oberhalb der Nebenniere nach 
Schulze durchschnitten. Nachdem die Hunde sich von der Opera- 
tionswunde erholt hatten, wurden sie zu den gleichen Versuchen 
wie in der ersten Reihe verwandt. 

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle II zusammenge- 
fasst. 

Aus Tabelle II ist ersichtlich, dass die reduktive Substanz 
in der Galle des einseitig splanchnikotomierten Hundes 0,07— 
0,084%, durchschnittlich 0,077%, betragt. 

Der Gehalt der Galle an reduktiver Substanz wird also durch 
die linksseitige Splanchniktomie nicht merklich verindert. Bei 
Belastung mit Zucker nimmt die Zuckerausscheidung in der Galle 
in der ersten Stunde im Vergleich mit der vor der Zuckerzufuhr 
prozentual durchschnittlich 72,60-76,92% zu. Hierbei wird die 
Gallenmenge vermindert, aber im Verhaltnis -zur Verminderuneg 
der Gallenmenge wird die Zuckerausscheidung auch der absoluten 
Menge nach stark vermehrt. 

Diese durch Zuckerbelastung verursachte vermehrte Zucker- 
ausscheidung in der Galle wird durch Zufuhr von Cholsiure pro- 
zentual wieder fast bis zum Anfangswert zuruckgefiihrt, indem 
die Zunahme des Zuckergehaltes in der ersten Stunde im Vergleich 
mit dem Wert vor Zufuhr von Zucker mit Cholsiure durehschnitt- 
lich nur 7,5-14,81% betrit. 

Diese Glykocholie des links splanchnikotomierten Hundes bei 
Zufuhr von Cholsiéure tritt sowohl prozentual als auch der abso- 
luten Menge nach viel schwicher auf als die des nicht splanchniko- 
tomierten Tieres. Die Verminderung der Glykocholie des Fistel- 
hundes durch Cholsiiure wird also durch einseitige Splanchnicus- 
durchschneidung stark gesteigert. Schon Murakami (1928) hat 
beobachtet, dass sich die Gallensdureausscheidung des Meersechwein- 
chens durch linksseitige Nebennierenexstirpation vermehrt. 

Wenn der Exstirpation der linken Nebenniere die gleiche 
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TABELLE IT. 
Versuch nach linksseitiger Splanchnikotomie. 


Hiindin D 15,5 kg. 


Gallenmenge nach Zuckergehalt nach 
Nr.| Dat. Stunden (eem) Stunden (%) Benmore 
= kungen 
Vor al! 2 3| 4] Vor alt 2 3 4. 
1 | 17/11 | 8,0| 7,6| 7,2] 8,2] 6,0} 0,084] 0,136] 0,088} 0.094| 0,096 
2 | 22/11 | 8,2| 6,5} 7,0] 5,2] 6,0] 0,069] 0,116] 0,079] 0.091] 0,087 | Glukose 
3 | 16/12 | 8,0] 6,8] 5,0} 5,6] 5,0} 0,073] 0,126] 0,076] 0.084} 0,100 
1 | 25/11 | 5,4| 5,4} 9,2} 5,4] 4,2] 0,072) 0,070] 0,059] 0,073} 0,095 | Glukose u. 
2 | 28/11 | 7,0] 5,0} 6,0] 6,8] 3,4] 0,082} 0,095] 0,090] 0,088] 0,095 | Cholsiure 
3 | 30/11 | 6,0| 6,9} 7,6] 6,0] 4,6] 0,086} 0,092} 0,084] 0,095} 0,106 
1 | 5/12 |10,4| 6,0} 6,2} 5,8] 5,2] 0,062] 0,107| 0,079} 0,085] 0,092] Glukose u. 
2} 7/12 | 9,8] 5,2] 9,8] 4,0} 4,0} 0,071} 0,131} 0,106] 0,114] 0,102) 3,0-5,0 mg 
3 | 18/12 | 7,0| 6,2} 7,2} 3,0} 3,3] 0,078] 0,134] 0,102} 0,112] 0,110] Adrenalin 
1| 9/12 | 9,8} 9,4| 7,0} 5,0} 7,0} 0,080} 0,089] 0,082] 0,105} 0,093 | Glukose u. 
2 | 12/12 | 6,8/ 6,8] 9,6] 6,0] 7,8] 0,084] 0,102] 0,064] 0,091] 0,101 | 0,8-1,0 mg 
3 | 14/12 | 8,0) 8,2} 7,2} 7,2) 4,5} 9,087] 0,094! 0,089] 0,091] 0,112} Adrenalin 
Hiindin E 13,0 kg. 

1 | 15/11 | 9,0} 5,4} 5,41 3,6] 6,8] 0,082} 0,149] 0,091] 0,101} 0,093 
2/17/11 | 8,5) 8,2] 6,8] 5,4] 3,6] 0,078] 0,137} 0,093} 0,106 | 0,115 | Glukose 
3 | 16/12 | 8,0] 6,0] 4,2] 5,0} 6,0] 0,074} 0,129} 0,097 | 0,100 | 0,094 
1 | 19/11 | 8,0] 6,8| 5’2| 6,2) 4,0} 0,079} 0,093 | 0,086] 0,091} 0,101 | Glukose u. 
2 | 25/11 | 8,3) 8,6] 5,6] 4,1] 4,2} 0,084] 0,102] 0,090) 0,095; 0105 | Cholsaure 
83 | 28/11 |} 7,0} 6,0} 6,2| 4,2] 4,0] 0,079} 0,084) 0,082} 0,091} 0,093 
1 aye | 8,4| 6,5] 7,0] 5,3} 5,8} 0,069} 0,130} 0,085) 0,101) 0,097 | Glukose u. 
2! 7/12) 7,2) 7,8| 6,1] 6,0} 7,6) 0,072} 0,126] 0,108] 0,092 | 0,096 | 3,0—-5,0 mg 
3 | 18/12 | 9,2] 5,0] 5,3] 3,2) 4,0] 0,085} 0,166| 0,124) 0,135) 0,137 | Adrenalin 
1} 9/12! 8,2] 7,8} 9,2} 5,5} 8,6} 0,078] 0,100] 0,078} 0,083 | 0,081 | Glukose u. 
2 | 12/12 | 9,0) 8,8| 6,0| 9,0} 5,0} 0,070) 0,084] 0,080} 0,082; 0,088 | 0,8-1,0 mg 
3 | 14/12 |11,0| 8,0] 6,4] 9,2] 5,4] 0,073) 0,087} 0,090) 0,081} 0,094/ Adrenalin 


Bedeutung zukommt, wie der linksseitigen Splanchnikotomie, so 
diirfte die durch die letztere verursachte verminderte Glykocholie 
wohl auf der vermehrten Gallenséurebildung der Leber beruhen, 
indem dadurch die Adrenalinsekretion sich vermindert. 

Die Glykocholie des links splanchnikotomierten Hundes wird 
natiirlich im Vergleich mit dem nicht splanchnikotomierten Tiere 
sowohl der absoluten Menge nach als auch prozentual herabgesetzt 
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(vergleiche die Tabelle I u. IT). 

Aus der Tabelle II lasst sich ersehen, dass die Glykocholie des 
links splanchnikotomierten Fistelhundes in der ersten Stunde bei 
Zufuhr von 3,0-5,0 mg Adrenalin pro Kilo, verglichen mit der vor 
der Zufuhr prozentual 77,14-90,00% zugenommen hat. Die Gly- 
kocholie des links splanchnikotomierten Fistelhundes bei Zufuhr 
von 3,0-5,0 mg Adrenalin pro Kilo wird natiirlich im Vergleich 
mit der bei Zufuhr von Zucker allein sowohl der absoluten Menge 
nach als auch prozentual vermehrt, wahrend sie verglchen mit 
der des nicht splanchnikotomierten Tieres prozentual sowie der 
absoluten Menge nach herabgesetzt wird. Dies beruht wohl auf 
der durch die Splanchnikotomie bedingten Gallensaurevermehrung. 
Die Vermehrung der Gallensdiure in der Galle durch linksseitige 
Splanchnikotomie wurde von Itoo (1932) neulich beim Hunde 
bestatigt. Bei links splanchnikotomierten Hunden wurde dureh 
Zufuhr von 0,8-1,0 mg Adrenalin pro Kilo die Zuckerausscheidung 
in der Galle im Vergleich mit der bei Zufuhr von Zucker allein 
oder von 3,0-5,0mg Adrenalin pro Kilo prozentual herabgesetzt. 
Die prozentuale Zunahme des Zuckergehaltes in der Galle in der 
ersten Stunde nach Zufuhr von 0,8-1,0mg Adrenalin pro Kilo 
im Vergleich mit dem Gehalt vor der Zufuhr betragt 13,10-21,62%, 
wie sich aus der Tabelle II ergibt. Der absoluten Menge nach 
wurde aber der Zuckergehalt der Galle bei Zufuhr von 0,8-1,0 mg 
Adrenalin etwas kleiner gefunden als bei Zufuhr von 3,0-5,0 mg 
Adrenalin. 

Vergleicht man die links splanchnikotomierten mit den nicht 
splanchnikotomierten Hunden, so sieht man, dass der Zuckergehalt 
der Galle der ersteren bei Zufuhr einer kleineren Menge von 
Adrenalin der absoluten Menge nach sowie prozentual im Vergleich 
mit den letzteren herabgesetzt gefunden wird. Dies ist wohl auf die 
durch die linksseitige Splanchnikotomie verursachte verminderte 
Sekretion des Adrenalins zuriickzufiihren, indem die den Splanch- 
nicus lahmende Gallensaure in der Leber sich vermehrt. Es wurde 
schon von Tsuji (1930) u. Sekitoo (1930) nachgewiesen, dass 
die Gallensaure auf den Sympathicus lahmend wirkt. 

Aus den oben erwihnten Ergebnissen kann man wohl den 
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Schluss ziehen, dass die Funktion der sympathischen Nerven mit 
der Zuckerausscheidung der Galle in innigem Zusammenhang steht, 
und dass namlich deren Erregung die Zuckerausscheidung in der 
Galle vermehrt, und dass die durch Gallensaure starker verminderte 
Zuckerausscheidung in der Galle des links splanchnikotomierten 
Hundes auf die vermehrte Glykogenbildung der Leber zuriick- 
zufiithren ist, indem die Gallensiéure durch die linksseitige Splanch- 
niktomie vermehrt wird und auf den Sympathicus lahmend wirkt. 
Weiter diirfte der Schluss gezogen werden konnen, dass bei der 
Zuckerausscheidung die Funktion der Leber von der der Niere 
verschieden ist, indem durch Zufuhr einer kleineren Menge von 
Adrenalin die Glykocholie der Leber nicht herabgesetzt wird, 
wahrend die Glykosurie der Niere dadurch vermindert wird. 


ZUSAMMENFASSUNG 


1. Die Zuckerausscheidung in der Galle des Fistelhundes 
wird durch intravendse Zufuhr von Glukose vermehrt. 

Diese vermehrte Glykocholie wird durch Zufuhr von Cholsaure 
sowohl der absoluten Menge nach als auch prozentual herabgesetzt. 

2. Die dureh Zuckerbelastung verursachte Glykocholie des 
Fistelhundes wird durch Zufuhr von Adrenalin (0,8-1,0 mg u. 
3,0-5,0 mg pro Kilo) vermehrt. 

3. Die durch Cholsdure herabgesetzte Glykocholie des Fistel- 
hundes wird durch linksseitige Splanchnikotomie verstarkt. 

4. Die durch Zufuhr von kleineren Mengen von Adrenalin 
vermehrte Glykocholie des Fistelhundes wird durch linksseitige 
Splanchnikotomie etwas herabgesetzt. 

Aus den Resultaten geht hervor, dass die die Glykogenie der 
Leber fordernde Wirkung von kleineren Mengen Adrenalin bei 
der Glykocholie des Fistelhundes nicht nachweisbar ist, wahrend 
die Wirkung der Cholsaéure auch bei der Glykocholie auftritt. 

Zum Schlusse mochte ich nicht verfehlen, Herrn Professor 
Dr. T. Shimizu fiir seine tiberaus freundliche Anleitung bei dieser 
Arbeit meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
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WEITERE UNTERSUCHUNGEN UBER DEN 
EINFLUSS DER NARKOTICA AUF DIE 
ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


VON 


YOSHIO IWANAGA. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. R. Inada der 
kaiserlichen Universitit zu Tokio.) 


(Hingegangen am 13. August 1932) 


In vorangehender Arbeit haben wir gefunden, dass die Narko- 
tisierung der Tiere eine deutliche Hyperglykaémie und zugleich 
eine Erniedrigung der Zuckerausscheidungsschwelle nach sich 
zieht. Die letztere Wirkung trat aber nur in den Fallen deutlich 
in die Erscheinung, wo der Schwellenwert durch Sympathicusrei- 
zung abnorm erhoht war. Die Narkosenhyperglykaémie wurde 
schon von vielen Seiten untersucht. Aber tiber ihr Wesen sind die 
Ansichten der Autoren noch nicht ganz tibereinstimmend. (Araki 
1903, Seelig 1905, Oppermann 1913, Ross 1920, Bertram 
1923, Holm 1923, Marenzi 1926, Tachi und Hirayama 1926, 
Steinmetzer und Swoboda 1928). Nach vielen Arbeiten 
scheint es soweit fast sicher zu sein, dass die Narkosenhypergly- 
kamie nicht von einheitlicher Natur ist, und dass doch die Sym- 
pathicuserregung fiir die Entstehung dieser Hyperglykamie von 
erosser Bedeutung ist. Weil Sympathicusreizung, wie wiederholt 
von unserer Klinik mitgeteilt wurde, stets die Erhohung der 
Zuckerausscheidungsschwelle nach sich zieht, sollte €s moglich 
sein, dass die schwellenerniedrigende Wirkung der Narkotica durch 
den gleichzeitigen Schwellenanstieg, welcher durch die Sympathi- 
cuserregung hervorgerufen wird, teilweise ausgeglichen wird, und 
so der von uns in vorangehender Arbeit ermittelte Befund nur 
einen Differenzwert der beiden gegeneinander gerichteten Wirkun- 
gen darstellt. Wenn die Sache so ist, sollte aber die Herabsetzung 
der Schwelle durch Narkotica bei der Beseitigung des Hinflusses 
der Sympathicusreizung viel deutlicher in die Erscheinung treten, 
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als wir dort mitteilten. Aus dieser Uberlegung veranlassten Prof. 
Dr. R. Inada und Prof. Dr. K. Sakaguchi mich, den sympathi- 
schen Hinfluss durch Ergotamin resp. durch Splanchnikotomie zu 
beseitigen, um die schwellenerniedrigende Wirkung der Narkotica 
in reiner ungehinderter Form zum Ausdruck kommen zu lassen. 

Bevor wir zu den eigentlichen Versuchen iibergingen, wollten 
wir zuerst durch eigene Untersuchung beobachten, wie die Narko- 
senhyperglykamie durch beiderseitige Splanchnikotomie beeinflusst 
wird. Dazu haben wir zwei Hunde vor und nach der Operation 
in gleicher Weise tief narkotisiert und die Blutzuckerkurve dabei 
vergleichend untersucht. ; 

Wie die Tabelle I zeigt, wurde eine deutliche Hyperglykamie 
bei gesunden Tieren durch Narkotisierung hervorgerufen, wahrend 
sie nach der beiderseitigen Splanchnikotomie fast oder ganz vermisst 
wurde. Hieraus kann man vermuten, dass Narkosenhyperelykamie 
wesentlich durch zentrale Sympathicusreizung zustande kommt. 


TABELLE I, 


Blutzuckergehal Zunahme 
Wersuchs-1 Datum lutzuckergehalt mg % ae 


fier 1929 Narkose Bienen 
Vor/2St} 1 13 2 3 gehalts 


25. X | 2% Morphin- 
losung 5 ecm 


subkutan 88 | 150) 178 | 192/177 1147 104 
29. ,,| Atherinhalation | 92 |138/165|158/ 142/130 73 
2. XTI| Chloroform- 
inhalation 92 | 123} 138 | 138 | 140/129 48 
7. 4, | 0.1% Seopolamin 
5ecm subkutan | 90 | 120/128] 129) 120/111 39 
Hund 
Nr: I. es Beiderseitige Splanchnikotomie 
10. kg 


17. ,, | 2% Morphin- 
lé6sung 5cem 


subkutan 92 | 95} 95)}100/101/ g9 9 
20. ,, | Atherinhalation | 94 /112/120/108/100/ 92 26 
25. ,, | Chloroform- 

inhalation 89 | 109 | 109 | 109 | 100| 102 20 


30. ,, | 0.19% Scopolamin 
5cem subkutan | 95 | 98| 92] 87/ 89! 89 3 


Narkotica und Zuckerausscheidungsschwelle. 419 


) 
25. X | 2% Morphin- 
losung 5cem 
subkutan 88 | 122 | 192 | 197 | 160] 142 109 
29. ,, | Atherinhalation | 85 |162|169)152|137| 120 84 
3. XI | Chloroform- 
inhalation 87 | 118 | 132 | 134) 128 | 120 47 
7. ,, | 0.1% Seopolamin 
> 5cem subkutan | 90 |120/127|128)118/ 109 38 
Hund 
INGE We on Beiderseitige Splanchnikotomie 
8. kg 
20. ,, | 2% Morphin- 
losung 5ccm 
subkutan 96 | 98| 99} 99} 87} 92 3 
24. ,, | Atherinhalation | 91 |102/109/100| 92/102 18 
27. ,, | Chloroform- 
inhalation 94 |104|105| 98) 97/100 11 
30. ,, | 0.1% Scopolamin 
5eem subkutan | 92 | 92) 95] 87) 83 88 | 3 


I. ENruuss DES ErRGOTAMINS AUF DEN SCHWELLENWERT DER 
NARKOTISIERTEN TIERE. 


Bei dieser Untersuchung haben wir an den Versuchstieren 
einmal den Schwellenwert fiir die alimentaire Glykosurie bestimmt, 
indem wir die Traubenzuckerlosung in den leeren Magen durch 
einen Gummischlauch einfiihrten und die Blutzuckerveranderung 
und den Harnzucker serienweise untersuchten. Hin anderes Mal 
haben wir die Tiere mit Ather, Chloroform resp. Morphin tief 
narkotisiert und die dabei vorkommende Narkosenhyperglykamie 
durch Ergotamin beseitigt. Weil der Zucker bei diesen Versuchen 
mehr oder minder im Harn ausgeschieden wurde, so haben wir aus 
der Starke der Glykosurie und der Blutzuckerhohe ungefahr den 
Schwellenwert geschatzt, um die Schwellen unter verschiedenen 
Bedingungen miteinander zu vergleichen. Als Ergotaminpraparat 
wurde Gynergen (Sundoz) im Gebrauch genommen. Die Resultate 
unserer Untersuchungen sind in den Tabellen II, III und IV an- 
gegeben. 

Die Tabellen zeigen, dass Ergotamin die Narkosenhypergly- 
kaimie zwar nicht vollstandig aber doch bis auf eine Andeutung 
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TABELLE IT, 
7 q 2 oe ao Blutzuckergehalt mg% (Glykosurie %) a 
2 | 88/38 ssi 8 : 
‘ Sm ssa eso: il 4 qi 
q AQ a = g > & 3 1 a | So 
a a 5 sy | Vor/zSt} 1 13 2 oe RD 
26. XII 35 | 92 |102| 119/117] i102 87 iiber 
(-) (—) (~)| (—)] 0.12 
Paha. mit 1.0 97 |111; 110 |109; 112{ 100 | unter 
sa hs ae (0.42) (ep) | On 
Nr. 1/30. ,, 40 | 92 |127| 125 | 107 s08 Ris 0.12 
— Ss Ss a 
12.7 (-) (sp) (sp ised 
kg . lich 
31. ,, | mit | os 96 | 108] 108 }110| 112) 105 | unter 
(-) (sp) (0.52) | (0.77) | (0.50) | 0.11 
3.0 |} mit 87 | 122} 156 | 148) 133 | 134 | 
(-) (sp) (0.88) | (1.04) | (1.00) 
27. XII 40 | 88/115] 118/102! 102 92 | 0.19 
(—) (—) (Sp) =) 
29.,, | mit | 0.8 87 | 112] 112 |105| 102 | ios | 0.11 
(—) (sp) (sp); (sp)! (—) 
Nr. 2/3. 1 40 | 90/121) 118 | 92] 92 95 0.12 
13,8 ce) (sp) eo le | ie 
Bechet gail ae 90| 92} 96\112! 100! 1121 unter 
ce (sp) (0.52) | (0.87) | (0.80) | 0.11 
12. ,, | mit 85 |138| 162 | 148] 1321 120 
oe (0.40) (1.05) | (1.40) | 
OER 40 | 87 |128] 130 |129] 120) 415 | unter 
(-) (-) (0.46) | (0.40) | (0.30) | 0.13 
weit 
20305, mit 0.8 92/110} 1201125] 108 nlalid unter 
Nr. 3 (-) (0.45) (0.72) | (0.78) | (0.59) | 0.12 
BONED). “43 35 | 92 |120| 122/110! 102 92 0.12 
13.2 (-) (—) (sp)|. (—) | 
kg. weit 
Bh ie mit 0.8 8) | 97} 108 | 100 82 87 unter 
— 42) (0.80) | (0.80) | (0.40) | 0.11 
7.,, | mit 91 |127| 142/137! 146! 135 
(= (0.40) (1.02) | (1.50) 
25.XI | mit 87 | 96] 146 |169| 152] 135 
(—)) | @.40) (0.82) | (1.07) | 
(14, XII 30 on 125 fe 108} 100; 90 0.12? 
zs sp 0.38) | (0.30 
Nr. 4/19. 7 mit | 0.8 90 |102) 111 | 113 ee a unter 
13.5 a) (sp) (0.57) | (0.52) 0.11 
kg. (12. ,, 30 is 117 a 103} 92 89 0.12 
18 3, “ie anit’ |) 0:8 92 |110/ 991} 95 oe oS 0.095 
() (sp) (0.45) | (0.38) 
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TABELLE III. 
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¢ o a 
m, aS ANY 2 69 | Blutzucker mg% (Glykosurie %) | 2 
o Ss | SB A 3 ond FI 3 rs) 
rc Ee Bo ee a 
= AS |Ss|/CH°| s iS 
a | Oe a ha Vora Sth 1) ag 2 3 D 
S 
10. XII| mit 92 |128| 128 |125| 127] 120 
K>) (sp) (0.45) | (0.50) 
Nral ada. 5 30 | 88/125} 129/107| 100] 90 | 0,125 
13.8 (—) (sp) (0.38) | (0.30) 
kg F 
17. I | mit 1.0 85 |104| 102 | 97/ 88/ 988 | weit 
(—) (0.50) unter 
(0.55) | 0.10 
cooaw 50 | 87/130] 138 |144) 130] 109 
(—) (0.41) (0.58) | (0.58) | 
Neo tia. 4° | mit 85 |117| 129 |120| 123) 129 
16.2 Se ii 
2 (0.37) | (0.48) | 
kg 
ig7 I emit 1.0 96 |105| 109}100} 100] 99 
= 0.47 
oy On) (0.70) 
we>ail 35 | 87 |124| 127108] 100| 92 | 0.125 
Cc) (2) (sp)| (sp) 
Nr.3/ 9 | | mit ss |128| 139/139} 120 | 120 
13.0 (=) (a) (sp)| (sp) 
kor 4? 
Sts; mit 1.0 91 ;105) 110 Tod unter 
(=) (0.43) 0.11 
| 
17. X11 30 | 85 |120) 122/108} 100! 92 | iiber 
(-—) k=) (=) eG) Onl 
Nr. 4/48. ., | mit 90 |128} 197 |139| 132 | 130 
9.0 —) =) 
20. I | mit 94/110} 114/102} 96} 102 | unter 
(—) (0.30) (0.53) | (0.37) | 0.11 
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TABELLE IV. 
eS 5 £ re Blutzucker mg% 2 
* Bo Be heb al x (Harnzucker %) a 
re} Sones SE a | a 
Sg 3 bey S oS Is = oO © 3 
ge oP Lye 7) BE) aka/iver ager la Sleeve eee 
a 
9.VIII| 5 95 |188| 195 |190} 172] 451 
Ce) (2.55) (2.50) | (0.77) 
AG) FF 30 Y7 |115) 122 |010) 105 98 
i=) (3) (0.42)! (sp) 
Nr. 1 0.12 
OF) XI 35 | 88 |120] 128 |112| 92 97 
14.8 (=) (=) (0.31); (—) 
Ke joo ,, | 4.1 10 97 |117/ 121/108| 99] 102 
(-) (sp) (0.58) | (0.50)|| unter 
13. Teo 15) 1.0 CU eal ah BA Tay) 92 92 0.11 
(—) (0.38) (0.70) | (0.40) 
PA VIIL 7 89 |210| 210/193} 188! 176 
(—) (8.15) (3.59) | (1.82) 
CAO AN 30 |100 |112} 115 1100 97 95 0.11 
Nr. 2 a) (=) (sp)| (sp) 
14.0 weit 
he #98 Tee 7 0.8 89 |102| 105 |109| 107 92 | unter 
(+) (0.70)/  _| (0.72)| (0.58)| 0.105 
toe: 30 | 91/127} 110] 92] 97 95 0.12 
) (0.45) (sp)| (—) 
2.VIII| 10 99 |215| 247 |238| 217) 162 
(=) (6.50) (10.00)| (0.70) 
24. 14, 10 98 |177| 164 |151| 187} 193 
Nr. 3 ©) (1.31) (1.50) | (0.53) 
14.0 |29. ,, 25 88 |102; 109 |106 92 94 0.11 
kg (>) (sp) (sp)| (—) 
weit 
TEA es I: 1.0 87 {118} 117 |109]} 92 87 | unter 
(Ss) (0.98) (0.82) | (0.80)| 0.12 
| | 
Ge es 30 92 |}109| 112 |100 89 92 0.11 
Cc) Cy) (sp)| (-) 
Os 6 90 {155} 192 |200|) 200 7 
Nr. 4 85 | (—) (0.88) (1.22) | (2.00) 
12525) 106), 91 |124| 119 | 99| 93 95 0.11 
kg eS (0.45) (sp)| (—) 
weit 
TA) as 6 0.8 89 {108} 108 |102} 102] 100]! unter 
(-) (sp) (0.72) | (0.58)| 0.11 
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beseitigt, ohne die begleitende Glykosurie dabei entsprechend herab- 
zudrucken. 

Wie bekannt, geht die Grosse der Zuckerausscheidung im allge- 
meinen bei sonst gleichen Bedingungen mit der Starke der Hyper- 
glykamie parallel. Aber im Falle, dass die Hyperglykaémie durch 
die sympathische Erregung zustande kommt, fallt der Einfluss der 
Blutzuckersteigerung auf die Glykosurie relativ klein aus, weil die 
Zuckerausscheidungsschwelle dabei gleichzeitig in die Hohe geht, 
wie es durch Arbeiten aus unserer Klinik wiederholt bestatigt 
wurde. Hier sollte man von vornherein erwarten, dass die Unter- 
driickung der Hyperglykamie durch die Beseitigung der Sympathi- 
cuserregunge keine deutliche Verminderung der Glykosurie nach 
sich zieht. 

Bei solcher Sachlage ist es leicht verstandlich, dass das Ergo- 
tamin bei narkotisierten Tieren trotz einer deutlichen Unterdriik- 
kung der Hyperglykamie die Glykosurie nur in geringerem Grade 
beeinflusst, wenn man daran denkt, dass die Narkosenhypereglyka- 
mie als Folge der zentralen Sympathicusreizung zustande kommt. 

Bei unseren Versuchen wurde die Hyperglykamie und die 
Glykosurie bei einfach morphinierten Tieren viel starker als bet 
den mit Ather oder Chloroform narkotisierten gefunden. Der 
hemmende Einfluss des Ergotamins war ebenfalls dort deutlicher 
als hier. Dieser Befund deutet darauf hin, dass Morphin bei 
meinen Versuchen stiirker sympathicusreizend wirkte als Ather 
und Chloroform. 

Wenn man zunichst den Schwellenwert fiir die alimentare 
Glykosurie mit dem Werte bei kombinierten Narkosen-Ergotamin- 
versuchen vergleicht, so war der letztere in der Regel niedriger als 
der erstere, sodass die Glykosurie bei einem annahernd gleich hohen, 
oder sogar bei einem eher geringeren Blutzuckeranstieg hier zumeist 
weit starker als dort in die Erscheinung trat. Dieser Befund 
beweist, dass die Zuckerausscheidungsschwelle ftir die normale 
alimentire Glykosurie keinen niedrigsten Wert darstellt, vielmehr 
unter Umstinden noch weiter erniedrigt werden kann. Hier sei 
bemerkt, dass neuerdings viele Autoren glauben, dass die alimeu- 
tire Hyperglykamie hauptsichlich, oder wenigstens teilweise durch 
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Sympathicusreizung zustande kommt. Wenn die Sache so ist, so 
sollte dabei auch der Schwellenwert in gewissem Masse erhoht 
sein, und es ist moglich, dass die Beseitigung dieser sympathischen 
Erregung auf den Schwellenwert herabsetzend wirkt. Dass die 
Schwelle bei Narkosen-Ergotamin Versuchen niedriger ausfallt 
als bei alimentérer Glykosurie, scheint auf dem ersten Blick damit 
im Hinklang zu stehen. Aber diesen Befund wollen wir nicht ohne 
weiteres zur Unterstiitzung der Reiztheorie der alimentaren Hyper- 
glykamie heranziehen, solange eine andere Erkarung nicht sicher 
widerlegt ist. Wenn im normalen Zustande ein gewisser Tonus 
des vegetativen Nervensystems herrscht, so kann man auch erwar- 
ten, dass die Schwelle durch die Beseitigung dieses Tonus etwas 
heruntergeht. 


II. EInruuss DER BEIDERSEITIGEN SPLANCHNIKOTOMIE AUF 
DEN SCHWELLENWERT DER NARKOTISIERTEN TIERE. 


Nachdem wir in den vorangegangenen Versuchen die dureh 
Narkotica ausgeléste Sympathicuserregung mittels Ergotamin be- 
seitigt hatten, wollten wir zuniichst durch beiderseitige Splanch- 
nikotomie nur die zentrale Reizwirkung des sympathischen Nerven- 
systems ausschalten, und so den Einfluss der Narkotica auf den 
Schwellenwert noch weiter untersuchen. Die einzelnen Daten un- 
serer Untersuchungen sind in den Tabellen V bis [IX wiedergegeben. 

Die Zuckerausscheidungsschwelle der Versuchstiere wurde 
durch beiderseitige Splanchnikotomie fast nicht beeinflusst oder 
nur ein wenig erhéht, wie schon friiher von uns (Kawashima 
und Iwanaga 1929, Iwanaga 1930) imitgeteilt wurde. Be- 
kanntlich steigt der Blutzuckergehalt des gesunden Tieres nach 
einer grossen Morphinzufuhr oder bei Ather- resp. Chloroformnar- 
kose deutlich an, zeigt jedoch bei splanchnikotomierten Tieren nur 
eine ganz leichte Erhéhung. Dabei wurde aber stets eine Glyko- 
surie beobachtet, und die Zuckerausscheidung war hier trotz gering- 
eradiger Hyperelykimie immer grosser als bei der durch perorale 
Zuckerzufuhr herbeigefiihrten héheren Blutzuckersteigerung, was 
beweist, dass Narkose auf den normalen Schwellenwert auch etwas 
herabsetzend einwirkt. Wie die Tabellen VIIT und IX zeigen, 
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TABELLE V. 


Hund Nr, 1 12kg 


A | 3 o0 Blutzuckergehalt mg% 
on i AG ales 2 (Glykosurie %) 
1929.36 Narkose 45 3 ee g 
: ee allem, inven (eeu = T hik his 3 
— a 
26. VII 25 | 99 |112| 112/108] 100] 100 
Gc) (—) eo 2) 
BON ie. 30 97 |115| 122 |100| 105 98 
(—) p=) (0.42)| (sp) 
137 EX Beiderseitige Splanchnikotomie 
DAs tee | | | 25 | 101 |107/ 105 |110| 107] 105 
=) (=) (-)}| (-) 
oa 35 97° |105} 124 /110| 96] 96 
(—) ) (sp)| (—) 
13. I | 2% Morphin 80 |100; 100| 97| 97} 80 
7 cem | (-) (sp) (0.45) | (0.40) 
24. ,, a so | 96| 388| 80| 78] 63 
—) (sp) (0.40) | (0.46) 
21. III) Athernarkose | 92 |113) 103] 98/ 94] 90 
(—) (0.50) (0.62) | (0.60) 
10. IV | Chloroform- | 84 90 Siaieo2 94 80 
narkose (—) (>) (sp)| (sp) 
26. I 2.0 g2 |119| 121 |146|] 138] 138 
() (ee) (0.50) | (0.56) 
O37 V: i“ 88 {110} 119 |139] 157] 157 
() =) (sp) | (0.44) 
25. ,. | 2% Morphin ie 90 | 98} 110/114) 125 | 123 
10 cem | (Gy (sp) (0.37) | (0.37) 
28. ,, Athernarkose| __,, 90 |104) 102] 98} 112] 115. 
(=) (sp) (0.35) | (sp) 
5. VI | Chloroform- 87 |100| 109] 99| 102] 105 
narkose (—) (0.37) (0.37) | (sp) 
2005 2% Morphin 1.0 90 | 90| 99] 97] 89 87 
10 ¢cm (=) (sp) (0.42) | (sp) 
25. 55 2 85 | 85| 87).98| 89/. 90 
©) (sp) (sp)| (sp) 
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TABELLE VI. 
Hund No. 2 1ikg 
q Ba of Blutzuckergehalt ee 
on ests es (Glykosurie % 
os 
eee Narkose a8 8 ae é 8 Z 
Se ee |e a) More esir ha eae eens 
20. I 40 | 88 |132] 132/101| 95] 99 
(-) (0.38) (0.62) | (0.45) 
Dik... 35 95 |130} 121 |102} 100 95 
(-) (0.31) (0.52) | (sp) 
PBL op 30 1100 |120} 121] 92] 95 97 
(=) (sp) (=) =) 
PA ar Beiderseitige Splanchnikotomie 
wise 30 95 |130) 112) 98 98 92 
i) (sp) C=) ) 
20s 30 95 |115/ 124/100} 99] 102 
cS) cS) bo) 
30. 5, | 2% Morphin 97 | 99 98 |100, 92 88 
9 eem ay ~(sp) (0.42) | (0.40) 
Se. DE s 102 }108| 105] 92} 94 97 
(—) (0.35) (0.48) | (0.48) 
21. III Athernarkose 90 |105| 102/ 97|. 99 87 
— 0.47 Pacers 
i) (0.47) i (0:55) 
OF. *. 85 | 92! 971 90 999/89 
() (sp) (0.40) 
12. IV | Chloroform- 80 |101 97 | 97 83 88 
narkoge E>) (sp) (0.37) | (sp) 
Kenvall 2.0 94 .]105) 117/130] 188] 143 
>) cj) (0.30) | (0.30) 
9. ,, | 2% Morphin 92 |109) 120 |)118} 126! 115 
9 ecm GC) (0.64) (0.47) | (0.55) 
12. ,, | Athernarkose By 90 97 JOR SOON O25 1 08: 
C=) (sp) (sp)| (sp) 
16. ,, | Chloroform- ” 86 92 90 | 97) 100 100 
narkose GC) (sp) (sp) | (0.38) 
PAU ey 2% Morphin 1.0 88 |102/ 100] 89 89 92 
9 ecm Gy (0.42) (sp)} (—) 
Pie os Ss ee 92 98 87 | 88 90 96 
CS) (sp) (0.33)! (sp) 
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TABELLE VII. 


Hund Nr. 3 13,7 kg 


5 aS en Blutzuckergehalt mg % 
Datan ses PINS 5 eae (Glykosurie %) 
1929-30 Narkose [49 Sigs s| 8 
ae Ss = 1 1 
< A=) o vor |3st 1 13 2 3 
210 XE 30 87 |112| 115 | 101 99 99 
GS) Cs Eyre) 
PASS ay 40 89 |137] 130/109} 110 106 
(-) 0.35 (0.50) | (sp) 
24. I Beiderseitige Splanchnikotomie 
Oss 30 92 |130|} 112]! 98 98 90 
©) (sp) a) a coaa 
PAS) es 40 87 |135| 130 1|118| 100 101 
(-) (0.30) (0:30) |G) 
30.,, | 2% Morphin 90 1100] 105 | 94] 92] 92 
10 ecm (—) (sp) (0.45) | (sp) 
3. TL a 92.) 99 97 | 99} 100 92 
(=) (sp) (sp)| (sp) 
23. III | Athernarkose 88 | 92] 83] 97] 105 97 
c—) (>) (0.48) | (sp) 
13. IV | Chloroform- 91 92 99 | 85 85 87 
narkose (=) (sp) (sp)| (—) 
hen WIE 2.0 92/108] 131 |150| 167 155 
=) Cc) (0.70) | (0.70) 
as 5 2% Morphin os OO LOO OMe 120) eb 133 
10 cem (>) (sp) (0.48) | (0.50) 
1i5ee, Athernarkose a 88 98 92 |103| 125 120 
i) (=) (0.39) | (0.37) 
TG ap Chloroform- a 95 97} 103 | 100 92 98 
narkose cS (sp) (sp) | (sp) 
22. ,, | 2% Morphin 1.0 91 /106| 107 |105| 99| 92 
10 cem ec) (sp) (sp)} (—) 
Mle, rp “ = 90 92) 103 |106| 104 94 
ey (sp) (sp) | (0.37) 
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TABELLE VIII. 
Hund Nr. 4 13 kg 
& & an Blutzuckergehalt mg % 
a see PI se & é a) (Glykosurie % 
Narkose IW oeiass| § 
1930 SHS He 5 : 
= © & | Yorusstpiet Weleiees 3 
1155 JAY 30 87 |115) 110 |107 91 91 
=) i) a) aime 
Whee er 35 92 |127) 120 |100 92 80 
=) (sp) (0.48) | (—) 
PADS 2.0 92 /112/- 118 |139} 158} 155 
~) Cc) (sp)| (sp) 
OB yy » 90 |124} 120/135) 148 160 
(=) (=) (0.35) | (0.39) 
Tis. 55 Beiderseitige Splanchnikotomie 
Pee | 30 91 |120; 98/100} 102| 97 
(=) (sp) C=) eo) 
ise, 35 92° 1129) 9 129) 410t 97 97 
C=) (0.45) (0,45) | (-) 
13. ,, | 2% Morphin 88> 96 92 | 95 87 85 
10 cem (—) (=) (=) > 
Rd, 35 =: 85 97} 100 | 97 92 92 
| (-) (0.35) (sp)} (sp) 
18. ,, | Athernarkose 85 |102 92 | 87 90 90 
) (sp) (sp)| (—) 
20. ,, | Chloroform- 83 199) 507 99 Se 87 
narkose (—) (sp) (0.35) | (sp) 
23. ,, | 2% Morphin| 2,0 91 97} 102 |134|} 1384] 198 
10 cem (=) (sp) (0.38) | (0,38) 
25; 5 . 9 88 | 90! 92] 99| 118] 110 
(=) (sp) (0.35) | (sp) 
Pst “By ” 90 |124) 180/149) 150 | 152 
: (-) (=)| | (@,33) | 0.40) 
31. ,, | Athernarkose| _,, 95 |103) 112 |108} 110 | 114 
i ) (sp) (0.32) | (sp) 
22. VI| 2% Morphin 1.0 92 | 88] 89] 90 92 94 
10 ccm (-) (-) (-)) ©) 
26. 3, » ” 89 87 95 | 95 86 90 
) ) (—)| (sp) 


Narkotica und Zuckerausscheidungsschwelle. 429 
TABELLE IX. 
Hund Nr. 5 16,8kg 
iS & on Blutzuckergebalt mg % 
Ata X's : x 5 g| 3 (Glykosurie %) 
Narkose |W ospaes| 8g 
1930 SHINS 8? g 
Se eaiscs ivory |Meat ly te Tae 3 
15. LV 40 92 |120; 104) 97 90 92 
(-) (=) i Cs) 
TW <5 50 94 |138/ 130 |112] 100 92 
=) (0.44) (sp'| (-) 
ZO Nes, 45 90 ;122) 117 |100; 100 93 
e) (=) ea te) 
AS op 2.5 88 99)! 120°) 139) 159 155 
=) (=) (sp) | (0.45) 
PAG Beiderseitige Splanchnikotomie 

SOs es; 45 91 |123] 108 | 92 92 95 
(—) Ca) (—)| () 
tls Wi 50 92 |128} 1380 | 107 90 00 
(=) (sp) (sp)| (-) 
8. ,, | 29% Morphin 92 |101| 100 |102| 98] gg 
12 cem (—) (sp) (0.32) | (sp) 
eer Athernarkose 90 |108| 108 | 102 97 99 
(-) (0.33) (0.37)| (sp) 
18. ,, | Chlorofom- 94 | 92) +88) 97) 90 90 
narkose E&) (-) (-)| (-) 
fells 5, ” 91 99} 100 | 160 99 90 
(=) (sp) (sp)| (--) 
30. ,, 2,5 97 |100| 104 |120) 137/| 139 
2) Cy (—)| (sp) 
ile YW ; 100 {190} 121 /150| 154 156 
(—) (sp) (0.29) | (0.29) 
B50 pce) Slorphin)| >, 91 97! 102 |120) 120) 120 
12 ccm (-) (0.37) (0.45) | (0.50) 
15. , | Chloroform- 4 88 90 Ops || SN ee) 99 
narkose (-) (=) (sp); (—) 
24. ,, | 2% Morphin 1.0 99 | 88| 97] 99] 88| 82 
12 cem (—) (sp) (0.39) | (—) 
ish of ” ” 87 97 96 | 99 99 93 
) (=) (0.34)| (sp) 


° 
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wurde die durch Adrenalin bewirkte Blutzuckersteigerung nicht 
besonders durch Splanchnikotomie beeinflusst. Diese hyperglyka- 
misierende Adrenalinwirkung war aber bei allen unseren Versuchen 
nach der Narkotisierung der Tiere sehr undeutlich oder fast un- 
bemerkbar, was darauf hindeutet, dass Narkose auch die periphere 
Sympathicuserregung beseitigt. Ausserdem ersieht man aus den 
Tabellen, dass die durch Splanchnikotomie stark gehemmte Mor- 
phinwirkung auf den Blutzuckergehalt durch Ergotamin nicht 
weiter beeinflusst wird. 

Aus allen diesen Befunden lasst sich schliessen, dass Narkotika 
einerseits, bekanntlich als Folge der zentralen Sympathicusreizung, 
eine Hyperglykamie verursachen, anderseits aber merkwiirdiger- 
weise im Gegenteil peripherwarts die sympathikotonische Wirkung 
vermindern, worauf wohl die Erniedrigung der Zuckerausschei- 
dungsschwelle beruht. Wie diese periphere Herabsetzung des 
Sympathikotonus durch Narkotica zustande kommt, und wo der 
periphere Angriffspunkt der Narkotica liegt, lasst sich schwer 
beantworten und muss erst durch weitere Forschung festgestellt 
werden. 3 


Ill. ZusaAMMENFASSUNG. 


1. Narkotica, wie Morphin, Ather und Chloroform, haben 
neben der hyperglykamisierenden auch eine die Zuckerausschei- 
dungsschwelle herabsetzende Wirkung. 

2. Die Narkosenhyperglykimie wird nicht ganz, aber wessent- 
lich, durch zentrale Sympathicusreizung hervorgerufen. Sie wird 
also durch beiderseitige Splanchnikotomie oder durch das sym- 
pathicuslahmende Ergotamin zum grossen Teil beseitiet. 

3. Weil Sympathicuserregung den <Anstieg des Schwellen- 
wertes nach sich zieht, so ist anzunehmen, dass die schwellener- 
niedrigende Wirkung der Narkotica durch ihre sympathikotonische 
Wirkung teilweise ausgeglichen wird. 

4. Bei den ergotaminierten resp. splanchnikotomierten Hun- 
den kommt nur die schwellenerniedrigende Wirkung der Narkotica 
zum Vorschein. Hier wurde die Zuckerausscheidungsschwelle bei 
der Narkose niedriger gefunden als der Schwellenwert des gesunden 
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Tieres fiir die alimentaire Glykosurie, was beweist, dass Narkotica 
auch die normale Schwelle in gewissem Masse herabsetzen. Dass 
die Erniedrigung der Schwelle des normalen Tieres bei einfacher 
Narkotisierung haufig vermisst wird, wie unsere vorangehende 
Arbeit gezeigt hat, beruht wohl auf der antagonistischen Beeinflus- 
sung der Sympathicotonischen schwellenerhéhenden Wirkung der 
Narkotica. 

5. Die hyperglykamisierende Wirkung des Adrenalins wird 
durch beiderseitige Splanchnikotomie nicht beeinflusst, aber bei 
splanchnikotomierten Tieren wird die Adrenalinhyperglykamie 
durch Narkotica deutlch heruntergedriickt. 

6. Narkotica wirken peripherwarts die Erregung des sympa- 
thischen Nervensystems vermindernd und so den Schwellenwert 
herabsetzend, obwohl der genauere Mechanismus dieser merkwiir- 
digen Erscheinung schwer zu verstehen ist. 
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PHOSPHOMONOESTERASE DER TIERISCHEN 
ORGANE UND BESONDERS DES BLUTES. 


Von 


WAHEI HORI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 15. August 1932) 


Durch die systematischen Untersuchungen im hiesigen Institut, 
die hintereinander von Kobayashi (1927), Inouye (1928), 
Asakawa (1928, 1929), Manaka (1931) und Uzawa (1932) 
unter Leitung von Prof. Akamatsu ausgeftihrt wurden, wissen 
wir, dass die Phosphomonoesterase in drei Gruppen eingeteilt 
werden kann. Die erste wird durch Takaferment, die zweite durch 
Kleienferment und die dritte durch Nierenferment vertreten. Sie 
wirken optimal bei Px 3.1, 5.6 resp. 9-10. 

Die Teilnahme der Phosphorsiure an dem intermediaren 
Umsatz der organischen Substanzen ist eine wohlbekannte Tatsache. 
Um die biochemische Bedeutung der Phosphatase (d.i. die allge- 
meine Benennung der Phosphorséure abspaltenden Fermente) auf- 
zuhellen, ist es dringend notig, die Phosphatasenwirkung analytisch 
zu untersuchen. 

Die Experimente sind im hiesigen Institut noch im Gange. 

Die gestellte Aufgabe beziiglich der vorliegenden Experimente 
war, zu bestimmen, ob die tieriseche Phosphomonoesterase ausschliess- 
lich durch das Ferment mit optimaler Aziditét von Pu 9-10 ver- 
treten werde, in anderen Worten, ob noch andere Arten Phospho- 
monoesterase vorhanden seien, und wenn iiberhaupt solche aufzu- 
finden wiren, in welche Gruppen der Phosphomonoesterase man sie 
einreihen miisste. 

Als der Verfasser die vorliegende Untersuchung unternahm, 
konnte er bald beobachten, dass die Phosphatasenlésungen, die nach 
Asakawa’s Angabe aus verschiedenen Organen hergestellt wurden, 
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ab und zu ausser dem wohlbekannten Optimum in alkalischer Reak- 
tion ein ausgesprochen deutliches zweites PH-Optimum im Gebiet 
von Px 3 zeigten. Die Aktivitaét der in saurer Reaktion wirkenden 
Monoesterase schwankte in recht weitem Grad je nach den Tier- 
und Organarten. Selbst dasselbe Organ einer bestimmten Tierart, 
z. B. Schweineniere, lieferte eine Phosphomonoesterasenliésung, die 
ein ja nach dem Fall immer variierendes Verhaltnis der Hydro- 
lysenaktivitit bei Pu 3 im Vergleich mit der bei Pu 9 aufwies. 

Wir fragten uns daher, ob jene Wirkung in saurer Reaktion 
eventuell von demselben Ferment mit PH-Optimum bei Pu 9 etwa 
unter Beeinflussung irgendeiner begleitenden Substanz hervor- 
gerufen werde. Diese Frage wurde experimentell verneint. 
Kurata (1931) hat den Beweis gegeben, indem er ein Ferment, 
das ausschliesslich in saurer Reaktion Phenylphosphat angreift, 
und ein anderes, das wieder ausschliesslich in alkalischer Reaktion 
dasselbe Substrat spaltet, gesondert herstellen konnte. 

Angaben tiber die Phosphomonoesterase der tierischen Organe, 
die ihre optimale Wirkung bei Pu 9 entfaltet, sind genug vor- 
handen, doch tiber die Monoesterase mit Optimum in saurer Reak- 
tion wurde nur wenig berichtet. Demuth (1925) hat einiges iiber 
die Hydrolyse des Hexosemonophosphats dureh Organbrei 
mitgeteilt. Die Resultate waren sehr mannigfaltig, aber meistens 
wurde optimale Wirkung in neutraler Reaktion gefunden. 

Die nach Asakawa’s Angabe aus Schweineniere hergestellte 
Phosphomonoesterase zeigte ausser dem bei PH 9 bei Px 3 ein sehr 
ausgepragtes zweites Optimum. 

Die nichste Frage war, ob jene neu gefundene Phosphomono- 
esterase der Organe, z. B. der Schweineniere, welche die optimale 
Wirkung in saurer Reaktion ausiibt, von den Organen selbst oder 
von dem im Gefassystem der Organe zuriickgebliebenen Blut her- 
stamme. Man kann selbstverstindlich die vom Schlachthaus 
bezogenen Organe nicht ganz blutfrei auswaschen. 

Wir wollten diese Frage daher wie folgt in indirekter Weise 
entscheiden. Kaninchen wurden durch Carotisschnitt getétet, und 
die Nieren sofort zermahlen und nach Asakawa autolysiert und 
dialysiert. Bei anderen Kaninchen wurden die herausgeschnittenen 
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Nieren durch die Gefasse mit physiologischer Kochsalzlésung unter 
Druck so lange durchspiilt, bis die herausstrémende Fliissigkeit 
nicht mehr gefarbt war. Die hergestellten Nierenfermentlésungen, 
von durchspiilten oder nicht durehspiilten Nieren, wirkten, wie 
erwartet, stark bei Px 8.8, zeigten aber keine optimale Wirkung in 
saurer Reaktion. Wie unten angegeben, enthalt Kaninchenblut 
ziemlich stark wirksame Phosphomonoesterasen, die in saurer Reak- 
tion PxH-Optima besitzen, dagegen zeigt Schweineblut darin nur eine 
sehr schwache Monoesterasenwirkung. Aus diesem Befund kann 
man wohl annehmen, dass die im Gefiss zuriickgebliebene Blut- 
phosphomonoesterase zu gering ist, um experimentell nachgewiesen 
zu werden, oder wahrend des Verfahrens zur Herstellung der 
Fermentlosung inaktiviert oder zerstért wird. Der Schluss ist 
also, dass in tierischen Organen ausser der wohlbekannten in 
alkalischer Reaktion wirksamen Monoesterase noch eine andere vor- 
handen ist, die unabhangig von der ersteren in saurer Reaktion ihre 
maximale Wirkung entfaltet. 

Es folgte dann die Untersuchung der Phosphomonoesterase des 
Blutes. 

Ks ist eigentlich zu verwundern, dass die Phosphoesterase des: 
Blutes bisher nur wenig untersucht wurde, trotzdem der innige 
Zusammenhang der Glykolyse mit dem Auf-und Abbau der Phos- 
phorsaureester allgemein anerkannt ist. Forrai (1923) fand das 
Blutserum des Menschen als praktisch inaktiv fiir Glycerophos- 
phathydrolyse. Das Experiment sollte nach der Zusammensetzung 
der Versuchslosung bei Pu 8 ausgefiithrt werden. Martland, 
Hansmann und Robison (1924) haben dann bei hamolysiertem 
Menschenblut autolytische Zunahme der anorganischen Phosphor- 
saure gefunden. Das Maximum wurde bei neutraler Reaktion beo- 
bachtet. Dieselben Autoren haben 2 Jahre spater die interessante 
Angabe gemacht, dass das Blutserum der Saugetiere eine Phos- 
phoesterase enthalt, die bei Po 9 optimal wirkt, wahrend Erythro- 
eytenphosphatase ihr Optimum bei Pu 6 besitzt. Dieser Befund 
wurde aber in der Mitteilung iiber Phosphorséureester im Blut- 
plasma sehr nabenbei und ohne Versuchsprotokolle angegeben und 
nicht genug betont, um die alleemeine Aufmerksamkeit auf sich zu 
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lenken. 

Rona und Iwasaki (1927) haben bei Versuchen mit stark 
konzentrierter Kaninchenerythrocytensuspension beobachtet, dass 
der autolytische Abbau der Phosphorsdureester in einem weiten 
Px-Gebiet, namlich 6-9, mit fast gleicher Geschwindigkeit vor sich 
ging. Diese Aziditat wurde als Pu-Optimum der Erythrocyten- 
phosphoesterase angenommen. Kay (1930) hat die oben erwihnte 
Angabe von Martland und Robison bestatigt, indem er in 
Blutserum eine Phosphoesterase nachwies, die wie Organferment 
bei Pu 8.8-9.2 optimal wirkt. Umeno (1931) betonte starke Phos- 
phoesterasenwirkung der Leucocyten, konnte aber keine Hydrolyse 
des Glycerophosphats durch Kaninchenerythrocyten nachweisen. 
Das Experiment wurde aber nur bei ca. Pu 8 ausgefiihrt. Roche 
(1931) hat kiirzlich eingehend die Phosphomonoesterase der Ery- 
throcyten untersucht und ihre optimale Wirkung bei Pu 6.0-6.8 
beobachtet. 

Im vorliegenden Experiment wurde zuerst die Phosphoesterase 
des Kaninchenblutes untersucht. Das defibrinierte Blut wurde mit 
destilliertem Wasser hamolysiert und dialysiert.~ Das Ziel unserer 
Untersuchung war, die Natur der Blutphosphoesterase zu analy- 
sieren ; daher war es zweckmissig, die im Blut a priori vorhandenen 
Phosphorverbindungen, die enzymatisch hydrolysierbar sind, und 
die anorganischen oder organischen Substanzen, die eventuell die 
Phosphoesterase beeinflussen mégen, durch Dialyse im voraus zu 
entfernen. Mit dieser Blutlésung wurde das PuH-Optimum fiir 
Glycerophosphatspaltung als Pu 4 festgestellt. Bei dieser Aziditiit 
wurde das Substrat stark angegriffen, dagegen war die Hydrolyse 
in neutraler Reaktion schwach und in alkalischer Reaktion noch 
schwacher. Wir haben dann Glycerophosphatspaltung mit di- 
alysierten Erythrocyten, Serum und Leucocyten untersucht. Die 
Px-Optima wurden bei Erythrocyten als Pu 5, bei Serum als 
Pu 8.7 und bei Leucoeyten wieder als Pu 8.8 gefunden. In 
Serum und Leucoeyten ist also, wie auch von Vorgangern 
angegeben, eine Phosphoesterase vorhanden, die bei Pu 9 optimal 
wirkt und nach unserer Hinteilung der Phosphatase als die dritte 
Gruppe Phosphomonoesterase identifiziert werden muss. Jeden- 
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falls soll der prozentuale Gehalt des Blutes an dieser Gruppe 
Phosphomonoesterase als sehr gering erwahnt werden, da das 
dialysierte defibrinierte Blut bei Pa 9 nur eine schwache Wir- 
kung auf Glycerophosphat ausiibt. Hin bemerkenswerter Befund 
war, dass die Erythrocytenphosphomonoesterase Glycerophosphat 
optimal bei Px 5 spaltete, dass aber, als sie mit Serum zusammen 
vorhanden war, das Optimum zu Pu 4 verschoben wurde. Die in 
saurer Reaktion wirkende Phosphomoncesterase soll eigentlich, wie 
erwahnt, nach unserer Klassifikation tiberhaupt der ersten oder 
zweiten Gruppe zugehoren. Die erste hat ihr Optimum bei Px 3.1, 
die zweite bei PH 5.6. Wie ist nun das Verhalten der Hrythro- 
eytenphosphoesterase zu erklaren? 

Als der Versuch mit hamolysierter Erythrocytenlosung ange- 
stellt wurde, konnte man beobachten, dass die Versuchslésungen, 
die saurer als Pu 5 waren, Triibung aufwiesen, und dass diese mit 
der Starke der Aziditat zunahm. Man kann nicht erkliren, in 
welchem Verhaltnis das Ferment zu diesem kolloidchemisch labilen 
Bestandteil der Erythrocytenlosung steht. Aber vorausgesetzt, 
dass das Ferment mit jenem Bestandteil gebunden vorhanden ist, 
ware die experimentell beobachtete PH-Abhangigkeit nichts anderes 
als das Resultat von zwei konkurrierenden Prozessen, namlich der 
Dispersitatsverinderung des Fermenttragers und der elektro- 
chemischen Zustandsénderung des Ferments selbst. Bei Anwesen- 
heit von Serum wiirde dann die Labilitat jenes Fermenttragers 
gemassigt, und die Phosphomonoesterase wirkte bei Pu 4 energi- 
scher als bei Px 5. 

Es ist also zu erwagen, ob eine Dispersitatssteigerung und 
folglich die Verminderung der Siureempfindlichkeit des mit 
Phosphomonoesterase verbundenen Erythrocytenbestandteils die 
optimale Aziditét des Ferments nach dem niedrigeren PH ver- 
schiebt. Von der chemischen Natur jenes Erythrocytenbestand- 
teils weiss man nichts Genaues, aber man kann wohl an Hiweiss 
und Lipoid denken. Hin drastischer Angriff auf den betreffenden 
Fermenttriger ist selbstverstindlich zu vermeiden. Wir haben 
daher auf die hamolysierte Erythrocytenlosung Trypsin oder 
Papain einwirken lassen. Die dialysierten Lésungen spalteten nun 
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das Glycerophosphat optimal bei Po 4. Die gebrauchten Ferment- 
praiparate selbst waren phosphatasenfrei. Unsere Annahme konnte 
damit bestitigt werden. Aber die Klassifikation der fraglichen 
Phosphomonoesterase wurde noch nicht verwirklicht. 

Wir haben dann als Hamolyticum das ‘‘ Habu’’ (Trimeresurus 
flavoviridis) Gift gebraucht, das sofortige Auflosung der Kanin- 
chenerythrocyten bewirkte. Dieses Gift enthalt, wie frther von 
Uzawa untersucht, Phosphodiesterase, aber keine Monoesterase. 
Im Gegensatz zu der mit Wasser hamolysierten Blutkorperchen- 
lésung fand sich bei der mit Schlangengift behandelten Lésung bei 
Pu 4 und sogar bei Pu 3 fast keine Triibung. ~ Das so hergestellte 
Hamolysat wurde nach Dialyse auf Glycerophosphat gepriift. Die 
energischste Spaltung wurde bei PH 3.2-2.9 beobachtet. Diese 
optimale Aziditat ist das charakteristische Merkmal der Phospho- 
monoesterase der ersten Gruppe. In den roten Blutkorperchen des 
Kaninchens ist also die Phosphomonoesterase der ersten Gruppe 
vorhanden. 

Wir fragten uns dann, ob die Erythrocyten ausserdem noch 
das Ferment der zweiten Gruppe enthalten,~was wir sehr leicht 
entscheiden konnten. Die mit Wasser aufgeléste Blutkérperchen- 
losung wurde mit Calciumchlorid versetzt. Es trat starke Triibung 
auf, worauf durch Zentrifugation geklirt und dialysiert wurde. 
Die so hergestellte Losung irtibte beim Ansiuern zu Pu 4-3 nicht 
mehr. Glycerophosphat wurde mit dieser Fermentlésung schwach, 
doch im Maximum bei Px 5.6 gespalten. Das Optimum war so 
scharf ausgepragt, dass man diese Phosphomonoesterase ohne 
weiteres in die zweite Gruppe einreihen darf. 

Die Analyse der Blutphosphoesterase wurde damit vervoll- 
stindigt. Die Erythrocyten des Kaninchens enthalten Phospho- 
monoesterase der ersten und zweiten Gruppe, das Serum und die 
Leucocyten dagegen die der dritten. Die Fermente der ersten und 
zweiten Gruppe modgen, im Hinblick auf das Verfahren zum Nach- 
weis des letzteren Fermentes, in den Erythrocyten getrennt vor- 
handen sein. 

Welche biochemische Bedeutung tiberhaupt die einzelne Phos- 
phatasenart in den tierischen Organen, und besonders die charak- 
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teristische Verteilung der drei Blutmonoesterasen hat, soll die 
nachste Frage sein. ‘ 


Experimenteller Teil. 


I. Marertan unp MernoptiK. 
I. Fermentlésung. 
A. Nierenfermentlosung. 


(1) Schwein. Das vom Schlachthaus frisch bezogene Organ 
wurde nach Asakawa behandelt und dialysiert. 

(2) Kaninchen. Durch Carotisschnitt getodtet. Die Nieren 
wie oben behandelt. Bei anderen Kaninchen wurde das Blut 
dureh Einpumpen von physiologischer Kochsalzlosung durch das 
Carotisende ausgespilt, und die herausgenommenen Nieren 
wurden nochmals moglichst blutfrei ausgewaschen. Die weitere 
Behandlung wie iiblich. Die Fermentlésungen wurden dialy- 
siert. 


B. Blutfermentlosungen. 

Das Kaninchenblut wurde durch Herzpunktion entnommen 
und sofort durch Schiitteln mit Glaskiigelchen defibriniert und 
im Kollodiumsack gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die so 
hergestellte Blutlosung war frei von anorganischen Phosphor 
und auch von den Phosphorverbindungen, die wahrend der 
Versuchsdauer fermentativ hydrolysierbar waren. 


C. Erythrocytenlosung. 

Das defibrinierte Blut wurde zentrifugiert. Die roten 
Korperchen wurden dreimal mit physiologischer Kochsalzlosung 
gewaschen. Die Leucocytenschicht wurde jedesmal abpipettiert 
und fortgeworfen. Die Erythrocytenschicht wurde endlich mit 
dem gleichen Volumen Wasser durchgeriihrt und im Kollodium- 
sack bis zur Freiheit von Phosphor gegen destilliertes Wasser 


dialysiert. 
D. Die gegen destilliertes Wasser dialysierten Sera. 


Wir haben auch Dialyse gegen physiologische Kochsalzlosung 
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ausgefiihrt. Die Resultate der Fermentversuche waren aber 
ganz gleich. 


E. Leucocytenlosung. 


200 cem physiologischer Kochsalzlosung wurden Kaninchen 
intraperitoneal eingespritzt. Am nachsten Mergen nochmalige 
Einspritzung von 200 cem physiologischer Kochsalzlésung. Nach 
4 Stunden wurde das peritonitische Exsudat mittels Trokar 
enthnommen. Die Leucocyten wurden abzentrifugiert und mit 
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. Sie wurden im 
2fachen Volumen Wasser suspendiert, dialysiert und zu den 
Fermentversuchen gebraucht. Die Dialyse wurde immer im 
Kollodiumsack ausgefiihrt. Der Sackinhalt und die dussere 
Losung wurden mit Toluol iiberschichtet. Die aussere Lésung, 
Wasser oder physiologische Kochsalzlésung, war von grossem 
Volumen und wurde taglich ein bis zweimal frisch gewechselt. 
Die Dialyse dauerte gewohnlich 3 Tage, bis kein anorganischer 
Phosphor mehr im Sackinhalt nach Briggs kolorimetrisch 
nachweisbar war. 


™ 


IT. Substrate. 


Natrium Glycerophosphat mit 5 Molekiilen Kristallwasser. 


III. Versuchsanordnung. 


Substratlosung 
Pufferlésung 


Or 
a 
ie) 
5 


Fermentlosung 


Die Konzentration der Substratlosung betrug 3/100 oder 1/100 
Mol. Die Endkonzentration der Versuchslésung war also 1/100 
oder 1/300 Mol. Sie wird in den nachstehenden Protokollen 
angegeben. 

Pufferlésung. M/2 Acetat-Essigsiure, M/10 Glykokoll-Salz- 
saure oder M/10 Glykokoll-Natronlauge, je nach der gewunschten 
Aziditét. Pu wurde gleich nach Anstellung der Versuche elektro- 
metrisch ermittelt. Die fermentative Hydrolyse wurde bei 37° im 
elektrisch regulierten Wasserbad ausgefiihrt. 
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Bestimmung des anorganischen Phosphors nach Briggs. In 
den folgenden Protokollen wird der nachgewiesene Phosphor, auf 
lcem Versuchsloésung berechnet, in mg angegeben. 


II. ProroKouusz. 


1. Versuch (M/100) mit Schweineniere. 


PH nach 2 Stdn. Hydrolyt. % 
2.9 0.0472 mg 15.2 

4.1, 0.0522 16.9 
‘yeh 0.0504 16.1 
6.2 0.0360 11.6 

6.9 0.0286 9.2 

7.9 0.0822 26.8 
8.8 0.1764 56.3 


2. Versuch (M/100) mit Kaninchenniere (nicht ausgespiilt) . 


PH nach 2 Stdn. Hydrolyt. % 
PRS) 0.0101 mg 3.2 
3.8 0.0187 6.0 
4.2 “0.0202 6.5 
E54 | 0.0208 6.7 

iD 0.0216 7.0 
6.9 0.0266 8.5 
7.9 0.0545 leo 
8.8 0.1132 36.5 


3. Versuch (M/100) mit Kaninchenniere (ausgespiilt) . 


Pu nach 2 Stdn. Hydrolyt. % 
3.1 0.0040 mg 13 
4.1 0.0046 1.4 
4.9 0.0052 yy 
6.2 0.0059 1.9 
6.9 0.0061 ) 2.0 
7.9 0.0117 Bye 
8.7 0.0294 9.5 
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4, Versuch (M/100) mit Kaninchenblutlosung. 


PH nach 2 Stdn. Hydrolyt. % 
3.6 0.0461 mg 14.6 
4.1 0.0565 18.2 
5.2 0.0480 15) 
6.2 0.0358 11.6 
6.9 0.0228 7.4 
7.8 0.0200 6.5 
8.7 0.0090 2.9 


5. Versuch (M/100) mit Kaninchenerythrocytenlésung. 


PH nach 2 Stdn. Hydrolyt. % 
33 0.0305 mg 9.9 
4.1 0.0369 11.9 
Oui 0.0449 14.5 
6.2 0.0266 8.6 
6.9 0.0182 5.9 
7.8 0.0120 3.9 
8.8 0.0046 i135) 


6. Versuch (M/100) mit Kaninchenserum. 


Pu nach 2 Stdn. Hydrolyt. % 
2.9 0.0030 mg 1.30 

3.6 0.0016, OR 
4.1 0.0013 0.42 
5.0 0.0010 0.32 

6.1 0.0009 0.25 

6.8 0.0016 0.51 

Te 0.0047 Lest 

8.7 0.0122 3.65 


7. Versuch (M/100) mit Kaninchenleucocyten. 


PH nach 2 Stdn. Hydrolyt. % 
3,7 0.0110 mg 3.83 
41 0.0094. 3.03 
5.2 0.0030 1.30 
6.3 0.0026 0.9 

6.9 0.0058 1.9 

7.8 0.0138 4.4 

8.8 0.0350 AS: 
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Eine schwache Phosphatasenwirkung in saurem Medium muss 
den beigemischten Erythrocyten zugeschrieben werden, da die 
Entnahme des peritonitischen Exsudats leider ungeschickt unter 
Blutung aus der Bauchwand ausgefiihrt wurde. 11%ige Hydro- 
lyse bei Pu 8.8 nach 2 Stunden ist im Vergleich mit dem Resultat 
bei Erythrocyten als nicht schwach zu schitzen. Aber die ge- 
brauchte Leucocytensuspension war, wie erwadhnt, ziemlich dick. 
Im Vollblut ist also, im grossen und ganzen gesprochen, eine ver- 
haltnismassig schwache Phosphatasenwirkunge der Leucocyten zu 
erwarten. 


8. Versuch (M/100) nut Erythrocytenlésung (Kaninchen), 
die einer Vorbehandlung mit Trypsin ausgesetat 
worden war. 


Pu nach 2 Stdn. 4 Stdn. Brae 
3.1 0.0396 mg 0.0412 mg 12.7 
3.8 0.0516 0.0802 16.6 
4.1 0.0547 0.0822 17.6 
a 0,0392 0.0778 12.6 
6.3 0.0342 0.0530 11.0 
6.9 0.0268 0.0408 8.6 
7.7 0.0228 0.0376 7.3 
8.6 0.0208 0.0366 6.7 


Ausgewaschene Kaninchenerythrocyten wurden mit gleichem 
Volumen Wasser himolysiert, darin Trypsin (Merck) zu 2% auf- 
gelist. Die Losung wurde mit Toluol iiberschichtet, 2 Tage bei 37° 
in den Brutschrank gestellt und dann dialysiert. 


9. Versuch (M/100) mit Erythrocytenlisung (Kaninchen), 
die einer Vorbehandlung mit Papain unter- 
worfen worden war. 
Die Erythrocytenlésung wurde gleich wie beim vorigen 
Versuch mit Papain (Merck) vorbehandelt und dialysiert. 
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PH nach 2 Stdn. 4 Stdn. era 
3.1 0.0241 mg 0.0368 mg 7.8 
3.8 0.0260 0.0477 8.4 
4.1 0.0263 0.0487 8.8 
5.0 0.0255 0.0472 8.2 
6.2 0.0144 0.0293 4.6 
6.9 0.0062 0.0150 2.0 
78 0.0057 0.0100 16 
8.8 0.0040 0.0082 14 


10. Versuch (M/100) mit Erythrocytenlésung (Kaninchen), 
die einer Vorbehandlung mit ‘‘Habu’’ Gift unter- 
worfen worden war. 

Das Gift wurde von der Hygienischen Abteilung der Okinawa 
Prafektur geliefert und schon von Uzawa (1932) bei seiner For- 
schung uber Phosphodiesterase gebraucht. Die ausgewaschenen 
Kaninchenerythrocyten wurden in gleichem Volumen _physio- 
logischer Kochsalzlésung suspendiert, mit einem kleinen Giftkérn- 
chen versetzt und 144 Stunden in ein Wasserbad von 37° gestellt. 
Die aufgelosten Erythrocyten wurden dann im Kollodiumsack 
gegen destilliertes Wasser dialysiert. 


PH nach 1 Stdn. 3 Stdn. a 
2.5 0.0062 mg 0.0160 mg 15.4 
2.9 0.0158 0.0355 34.2 
3.2 0.0176 0.0384 37.1 
4.1 0.0156 0.0331 32.0 
5.2 0.0140 0.0298 28.8 
6.1 0.0108 0.0218 21.0 


11. Versuch (M/100) mit Erythrocytenlésung (Kaninchen) 
nach Vorbehandlung mit CaClo. 


Die ausgewaschenen Erythrocyten wurden mit dem eleichen 
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Volumen Wasser hamolysiert und mit 1/10 Volumen 10%iger 
CaCls-Lésung versetzt. Die getriibte Lisung wurde stark zentri- 
fugiert, und die tiberstehende klare Schicht vorsichtig dekantiert 
und im Kollodiumsack gegen destilliertes Wasser dialysiert. 


PH nach 3 Stdn. Hydrolyt. % 

4.1 0.0032 mg 1.0 

5.6 0.0292 9.4 

6.9 0.0090 2.9 

8.7 Spur 0.0 
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UBER PYROPHOSPHATASE UND PYROPHOS- 
PHATASENAKTIVATOR. 


Von 


HITOSHI TAKAHASHI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 15. August 1932) 


In den tierischen Organen ist bekanntlich Phosphatase vor- 
handen, die recht verschiedene Phosphorverbindungen in alkali- 
scher Reaktion optimal anzugreifen vermag. Phosphatase ist aber 
nach unseren Untersuchungen ein Fermentkomplex, der wenigstens 
aus Pyrophosphatase und Phosphoesterase besteht. Das letztere 
Ferment kann weiter in Phosphomonoesterase und Diesterase: 
getrennt werden. 

Ausser diesem in alkalischem Medium wirksamen Ferment- 
komplex ist in tierischen Organen ein anderes Phosphatasensystem 
nachzuweisen, das sein optimales Vermégen in saurer Reaktion 
entfaltet. Dieser Befund wurde im hiesigen Institut zuerst von 
Hori gebracht, dessen Ergebnisse ktirzhch veroffentlicht wurden. 
Kurata (1931) konnte aus diesem Fermentkomplex Phosphomono- 
esterase und Pyrophosphatase getrennt herstellen. Seine interes- 
sante Untersuchung ergab, dass Diphenylpyrophosphorsaure bei 
Hydrolyse in saurem Medium zuerst von Pyrophosphatase unter 
Mitwirkung eines Aktivators in 2 Molektile Monophenylphosphor- 
sdure aufgespalten wurde, und dass dann die entstandenen Mono- 
ester durch Phosphomonoesterase in ihre Bausteine zerlegt wurden. 

Wir wissen vorlaufig nicht, welche biologische Bedeutung der 
dualistischen Existenz der Phosphatasensysteme in lebenden 
Geweben zuzuschreiben ist. Experimente in vitro mogen aber zur 
Klarung dieser Frage beitragen. Wir haben daher die fermenta- 
tive Hydrolyse der Diphenylpyrophosphorsaure in alkalischem 
Medium untersucht. 

Die erste Aufgabe war die Trennung der Phosphomonoesterase 
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und Pyrophosphatase voneinander. Die Trennung der beiden 
Fermente, die in saurem Medium aktiv sind, wurde von Kurata 
(1931) nach miihsamen Vorarbeiten erreicht. Der hier mitzu- 
teilende Versuch zur Trennung der in alkalisehem Medium wirk- 
samen Fermente hat noch groéssere Schwierigkeiten angetroffen. 
Nach zahlreichen vergeblichen Versuchen konnten wir aber endlich 
doch die erwiinschten Resultate bekommen. 

Pyrophosphatase, die in alkalischer Reaktion nur Pyrophos- 
phat angreift und auf Phenylphosphat unwirksam ist, konnten wir 
in folgender Weise erhalten: Ausgangslésung war das dialysierte 
Kaninchennierenautolysat, das im allgemeinen nach Asakawa 
hergestellt wurde. Nur die Ansduerung mit Essigsaure nach 3 
tagiger Autolyse wurde ausgelassen. Dieses dialysierte Autolysat 
wurde in schwach saurer Reaktion (KH2PO,z) mit Kaolin behandelt, 
die adsorbierte Pyrophosphatase weiter mit sekundarem Natr. 
Phosphat eluiert, das Eluat nochmals mit Kaolin behandelt, und 
die Adsorptionsrestlésung bis zur Phosphorfreiheit dialysiert. 

Phosphomonoesterase, die in alkalischer Reaktion Phenylphos- 
phat aufspaltet, aber nicht Pyrophosphat, konrite wie folet bekom- 
men werden: Das obenerwahnte dialysierte Kaninchennieren- 
autolysat wurde in schwach alkalischer Reaktion (NasHPO,) mit 
rotem Hisenhydroxyd behandelt, und die Adsorptionsrestlésung bis 
zur Phosphorfreiheit dialysiert. 

Dieselbe Fermentlosung konnte auch aus dem dialysierten 
Kaninchennierenautolysat, das genau nach Asakawa’s Vorschrift 
hergestellt war, in folgender Weise erhalten werden: 

Das Autolysat wurde mit Phosphatgemisch(1:1) gepuffert und 
mit Kaolin behandelt. Das abzentrifugierte Kaolin wurde nach 
Waschen mit Wasser mit sekundirem Phosphat eluiert, und das 
Eluat bis zur Freiheit von Phosphor dialysiert. 

Ausserdem haben wir gefunden, dass das <Autolysat der 
Schweinedarmschleimhaut beim Aufbewahren im Hisschrank iiber 
ein halbes Jahr zwar pyrophosphatatisch inaktiv wurde, aber 
Phenylphosphat noch sehr stark hydrolysierte. 

Die Trennung der Pyrophosphatase und Phosphomonoesterase 
war damit endlich gelungen. 
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Die nachste Aufgabe war zu entscheiden, ob der Aktivator, der 
in saurem Medium die Pyrophosphatase so aktiviert, dass die Hydro- 
lyse der Diphenylpyrophosphorsaure in 2 Molekiile Phenylphos- 
phorsaure ermédglcht wurde, auch an der Zerlegung des betreffen- 
den Substrats in alkalischem Medium teilnehmen wiirde. Dies 
wurde experimentell bejaht. 

Das mit Aktivator versetzte Gemisch der Phosphomonoesterase 
und Pypophosphatase, die beide selbstverstandlich ihre PH-Optima 
in alkalischer Reaktion besitzen, konnte nun das Substrat in seine 
Bausteine aufspalten. Es wurde weiter festgestellt, dass der 
Aktivator gerade an jener Reaktionsstufe teilnimmt, wo Diphenyl- 
pyrophosphorsaure zuerst in Phenylphosphorséure aufgespalten 
wird. 

Die Art und Weise der fermentativen Pyrophosphorsaureester- 
zerlegung war also in saurer und alkalischer Reaktion gleich. 
Dasselbe Agens aktiviert die Pyrophosphatasen beider Arten. Wir 
sind nun imstande, den Aktivator ohne Rickhalt als Pyrophos- 
phatasen-Aktivator zu bezeichnen. 

Dureh Untersuchungen im hiesigen Institut wissen wir, dass 
es drei Gruppen von Phosphomonoesterase gibt. Die erste Gruppe 
hat die optimale Aziditét von Pu 3 und wird durch das Taka- 
ferment vertreten. Die in saurem Medium wirksame Phosphomono- 
esterase der Niere ist, wie Hori (1932) und Kurata (1931) zeigte, 
auch in diese Gruppe einzureihen. Die zweite Gruppe wird durch 
Reiskleienferment vertreten und hat das Pu-Optimum bei PH 5.6. 
Die dritte Gruppe hat die optimale Aziditat in alkalischer Reaktion, 
Pu 8.8-10, und ihr Vertreter ist das Nierenferment. 

Wie erwahnt, konnten tierische Pyrophosphatasen beider Arten 
voneinander, und auch frei von anderen Phosphatasen, isoliert 
werden. Nierenpyrophosphatase, die in saurer Reaktion wirksam 
ist, hat optimale Aziditat bei Po 3.8-4. Die in alkalischer Reaktion 
wirksame Nierenpyrophosphatase zeigt sie bei Pu 8.6-8.9. Reis- 
kleienferment hydrolysierte Pyrophosphat bei Pu 5 optimal. 
Takaferment wurde auch erprobt. Bei dieser Phosphatasenlosung 
wurden 2 Pu-Optima bei Pu 3-4 und bei Pu 6 gefunden. Das soll 
aber bei spaiteren Untersuchungen an verschiedenen Handelspra- 
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paraten gepriift werden. Man hat also wenigstens 3 Gruppen 
Pyrophosphatase. Die erste und dritte konnten isoliert werden. 
Die zweite, Kleienpyrophosphatase, wurde noch nicht von Phospho- 
monoesterase getrennt. Der Versuch ist im Gang. 

Die Pu-Optima der Diphenylpyrophosphatzerlegung in ihre 
Bausteine waren Pu 4 und Pu 8.7 beim Nierenphosphatasen- und 
Pu 5 beim Kleienphosphatasenkomplex. Sie stimmten mit den 
Optima der respektiven Pyrophosphatase tiberein. Wenn man die 
Art und Weise der Pyrophosphorsaureesteraufspaltung bedenkt, 
kann man wohl annehmen, dass die Pyrophosphatasen bei Hin- 
wirkung auf Pyrophosphorsiureester in ihren aktivierten Formen 
auch ihre urspriingliche Px-Abhingigkeit beibehalten. Diese 
Annahme konnte weiter experimentell in folgender Weise bewiesen 
werden: Ich liess Pyrophosphatase aus Schweineniere in Anwesen- 
heit des Aktivators auf Diphenylpyrophosphorsaure bei verschie- 
denen Aziditaéten einwirken. Nach 2 Stunden wurde die Ferment- 
wirkung durch Erhitzung unterbrochen, die Aziditat bei jedem 
Versuch zu Pu 3 umgestellt, und dann Phosphomonoesterase aus 
Schweineleber zugesetzt, um dadurch die Ergebnisse bei verschie- 
dener Aziditit an Phenylphosphorsiure, die primar entstanden 
war, untereinander vergleichbar zu machen. Die maximale Produk- 
tion der Phenylphosphorsadure zeigte jene Probe, in welcher der 
Pyrophosphatasenversuch bei Pu 4 angestellt worden war. Diese 
Aziditat ist nichts anderes als der optimale Pu fiir die tierische 
Pyrophosphatase, die in sauerer Reaktion wirksam ist. 

Der Hydrolysenmechanismus der Pyrophosphorsaureester | 
wurde damit in allen Punkten aufegehellt. 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 


Versuchstemperatur 37°. Pufferlosungen: M/10 Glykokoll- 
HCl, M/2 Essigséure-Acetat, W/10 Glykokoll-Natron und Veronal- 
puffer nach Michaelis (1931). Pu wurde gleich nach Anstellung 
der Versuche elektrometrisch bestimmt. Phosphorbestimmung nach 
Fiske und Subbarow (1925). Die mg-Zahlen in den nach- 
stehenden Tabellen bedeuten den abgespalteten anorganischen 
Phosphor in 1 cem der Versuchslosungen. Die Zusammensetzung 
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der Versuchslosungen wird bei jedem Versuch angegeben. Kalium- 
Diphenylpyrophosphat nach Neuberg und Wagner (1926) und 
Kalium Monophenylphosphat nach Asakawa (1929). Natrium- 
Pyrophosphat wurde in tiblicher Weise durch Gliihen des sekun- 
diren Natriumphosphats bereitet und 2mal aus heissem Wasser 
umkristallisiert. 

1. Phosphomonoesterase, die in saurer Reaktion wirksam ist 
und zu der ersten Gruppe Monoesterase gehért, wurde nach 
Kurata (1931) aus Schweineleber isoliert. Dieses Ferment wirkte 
wie folet: 


M/250  Substratlosung 5 ecm | 
Puffer 2 cem PH 3 
Phosphomonoesterase 3 ecem | 


Pyrophosphat Phenylphosphat Diphenylpyrophosphat 


in mg in % in mg in % in mg in % 


nach 
2 Stdn. 0 0 0.0480 77 0 0 


2. Pyrophosphatase, die in saurer Reaktion wirksam ist, 
wurde auch nach Kurata (1931) aus Schweineniere isolert. 


M/250 Substratlosung 5 eem 
Puffer 2 com Pu 3 
Pyrophosphatase 3 ccm 


Pyrophosphat Phenylphosphat Diphenylpyrophosphat 


in mg in % in mg inal SYS in mg in % 
eee 0.0761 | 61.4 0 0 jas 0 


2 Stdn. 


3. Der Pyrophosphatasenaktivator wurde nach Kurata 
(1931) aus Schweineleber isoliert. Um Beimischen der Phos- 
phatasen auszuschliessen, wurde die Behandlung mit Mg(OH)2 
2mal wiederholt, und wahrenddessen das Adsorptionsgemisch ab 
und zu in ein Wasserbad von 37° eingetaucht, da die Zimmer- 
temperatur zu niedrig war. Die dialysierte Aktivatorlosung war 
frei von Pyrophosphatasen und Phosphomonoesterase. 
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M/250 Substratlosung 5 com 
Puffer 2 ecm eign & 
Aktivatorlosung 3 ecem 


Weder Pyrophosphorsiure noch Phenylphosphorsdure konnte 
nach 2 Stunden hydrolysiert werden. 

4. Isolierung der in alkalischem Medium wirksamen Pyro- 
phosphatase und Phosphomonoesterase aus Kaninchenniere. 

Die zermahlene Kaninchenniere wurde mit dem 10fachen 
Volumen Wasser versetzt und in Anwesenheit von Toluol und 
Chloroform bei 37° 4 Tage autolysiert. Die filtrierte Losung 
wurde weiter 3 Tage bis zum Freisein von Phosphor dialysiert. 
Diese Fermentlésung hatte die folgende Wirkung: 


M/250 Substratlosung 5 eem 
Puffer 2 cem PH 9 
Fermentlosung 3 cem J 


Pyrophosphat Phenylphosphat Diphenylpyrophosphat 


in mg an % in mg in % in mg in % 
we 0.1108 | 89.3 0.062 160 Spur 0 


2 Stdn. 


Nach Priifung war sie hinsichtheh Pyro- und Phenylphosphat- 
hydrolyse hochaktiv, aber frei von Aktivator; daher war sie 
besonders geeignet zur Darstellung von aktivatorfreier Pyrophos- 
phatase, respektive Phosphomonoesterase. 

Sie griff aber bei Zusatz von Pyrophosphatasenaktivator Di- 
phenylpyrophosphorséure wie folgt an: 


M/250 Diphenylpyrophosphat 10 eem 
Puffer 4 cem 
Kaninchennierenlosung 3 eem 
Aktivatorlosung 3 cem 

7.52 8.67 9.69 11.0 


PH 


: heated , oar : ’ ; : 
in mg| in % | in mg] in % | in mg| in % | in mg| in % 


nach 
2 Stan. 0.0078 6.2 0.0320 26.5 0.0145 11.7 0 () 
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Man sieht, dass das Pu-Optimum bei Px 8.7 liegt. 
A. Isolierung der Pyrophosphatase, die ausschliesslich in 
alkalischer Reaktion wirksam ist. 


Kaninchennierenlésung 40 cem 
M/10 KHsPO, 8 cem 
Kaolin 8e 


Dieses Gemisch wurde eine Stunde unter bisweiligem Um- 
schtitteln in ein Wasserbad von 37° gestellt. Nach Zentrifugieren 
wurde der Bodensatz in 20cem M/10 NazHPO, suspendiert und 
abermals in ein Wasserbad von 37° gebracht. Das Kaolin wurde 
dann nach 2 Stunden abzentrifugiert, und die iiberstehende Fliissig- 
keit weiter mit 10cem M/10 NasHPO,z und 2¢ Kaolin versetzt, 
noch 2 Stunden bei 37° gelassen und dann zentrifugiert. Die so 
erhaltene klare Fliissigkeit wurde gegen destilliertes Wasser 3 
Tage dialysiert. Diese Fermentlosung hydrolysierte Pyrophosphat 
nur in alkalischer Reaktion und war frei von Phosphomonoesterase. 


M/100 Substratlosung 5 cem 
Puffer 5 eem 
‘Wasser 7 cem 
Pyrophosphatase 3 cem 
Pyrophosphat | Phenylphosphat | Diphenylpyrophosphat 
in mg | in % | in mg | in % in mg in % 
nach 
2 Stan. 0.0308 20 0 0 0 0 
PH 8.5 : = 
nach 0 
94 Stdn. 0.124 80 Spur 0 0 
nach 
0 0 
2 Stdn. 0 0 0 0 
Pa 4 ara = 
J nach 0 0 
24Stdn|  ° y u u 


B. Isolierung der Phosphomonoesterase, die in alkalischer 


Reaktion wirksam ist. 
Es wurde dieselbe Kaninchennierenfermentlosung gebraucht. 
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Kaninchennierenlosung 10 ccm 
rotes Hisenhydroxydgel 8 ecm 
M/10 NasHPO, 4eem 


Dieses Gemisch wurde in ein Wasserbad von 37° unter zeit- 
weiligem Umschiitteln gestellt. Nach emer Stunde wurde das 
Eisenhydroxyd abzentrifugiert, und die tiberstehende klare Flissig- 
keit bis zum Freisein von Phosphor dialysiert. Sie war phospho- 
monoesterasenhaltig, aber frei von Pyrophosphatase. 


M/100 Substratlosung 5 eem 
Puffer '5 ecm 
‘Wasser 7 ecem 
Phosphomonoesterase 3 cem 


Bei Pu 10 wurde nach 3 Stunden 40%ige Hydrolyse des 
Phenylphosphats beobachtet. Pyrophosphat und Diphenylpyro- 
phosphat blieben aber bei Pu 9 in derselben Zeitdauer unange- 
eriffen. Solche Phosphomonoesterase konnte wie unten angegeben, 
auch durch andere Verfahren, sogar mit besserer Ausbeute 
bekommen werden. Phenylphosphat wird eigentlich in verdiinnter 
Lésung bei PH 10 mit grésserer Geschwindigkeit hydrolysiert als 
bei Pu 9, wie fritiher von Asakawa (1929) beobachtet wurde. 
Daher wurde die Priifung auf Phosphomonoesterase in diesem und 
den folgenden Fallen bei Pu 10 ausgefiihrt. 

5. Gweite Isoherung der Phosphomonoesterase, die in alkali- 
scher Reaktion wirksam ist. 

Die Kaninchenniere wurde nach Asakawa’s_ Vorschrift 
autolysiert, die filtrierte Losung dialysiert. 


Kaninchennierenlosung 20 eem 
Kaolin 4 ¢ 

M/10 KH2PO, 4 eem 
M/10 NasHPO, 4 ecm 


Dieses Gemisch wurde eine Stunde bei Zimmertemperatur mit 
der Maschine geschiittelt. Das Kaolin wurde dann durch Zentri- 
fugieren gesammelt, mit 30 cem Wasser gewaschen, in 10 cem M/10 
Na2HPO, suspendiert und eine Stunde bei Zimmertemperatur 


Uber: Pyrophosphatase und Pyrophosphatasenaktivator. 455 


geschuttelt, das Eluat gegen destilliertes Wasser bis zum Freisein 
von Phosphor dialysiert. 


M/100 Substratlosung 5 eem 
Puffer 5 eem 
‘Wasser 7 ccm 
Phosphomonoesterase 3 eem 


Bei Pu 10 wurde nach 3 Stunden 97%ige Hydrolyse des 
Phenylphosphats nachgewiesen. Weder Pyrophosphat, noch Di- 
phenylpyrophosphat wurde bei Pu 9 von dieser Hemmonis Osun e in 
3 Stunden aufgespalten. 

6. Phosphomonoesterase aus Schweinedarm. 

Die Schleimhaut wurde abgeschabt und nach Asakawa 
autolysiert. Das im April 1931 hergestellte Autolysat wurde erst 
im Marz 1932 dialysiert. 


M/250  Substratlosune 5 ecm 
Puffer 2 ecem 
Fermentlosung 3 cem 


In dieser Versuchsanordnung zeigte die Fermentlosung in 2 
Stunden bei Pu 10 70%ige und in 24 Stunden 100%ige Hydrolyse 
des Phenylphosphats, aber bei Pu 4 selbst in 24 Stunden keine 
Hydrolyse. In derselben Zeitdauer blieben Pyrophosphat und 
Diphenylpyrophosphat sowohl bei Pu 10 als auch bei Pu 4 un- 
angegriffen. 

7. Hydrolyse der Diphenylpyrophosphorsaure durch sukzes- 
sive Wirkung der Pyrophosphatase und Phosphomonoesterase. 
Pyrophosphatase wurde schon aus Karinchenniere isoliert. Phos- 
phomonoesterase vom Schweinedarm stand auch zur Verfugung. 

Diese beiden Fermente liess ich auf Diphenylpyrophosphor- 
siure hintereinander einwirken, und zwar in zwei Versuchen in 
umgekehrter Reihe. Die Fermentwirkung der ersten Periode 
wurde bei jedem Versuch dureh 5 Minuten langes Eintauchen in 
ein siedendes Wasserbad unterbrochen. An der wieder gekthlten 
Lésung wurde dann die Wirkung des resp. anderen zweiten 


Ferments untersucht. 
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A B 
M/100 Diphenylpyrophcsphat 5eem 5 ecem 
Puffer (Glykokoll-Natron) 5 ecm (PH 9) 5 ecm (PH 10) 

Aktivatorlosung 4ecm 4 ecm 

I Pyrophosphatase 3 ccm 0 
Phosphomonoesterase 0 3 ccm 
Wasser 3 ecm 3 ecem 

Pu 8.35 9.68 

Nach 2 Stunden erhitzt und abgekithlt 

abgekiihlte Losung 10 cem 10 cem 
N/10 HCl 0 1eem 
N/10 NaOH 1.25 ecm 0.17 cem 
Puffer (Glykokoll-Natron) 5.75 ceem 5.83 ccm 

II Phosphomonoesterase 3 eem 0 
Pyrophosphatase 0 3 com 

Pu 9.69 8.51 

0.0164 mg 0 

Hydrolyse 21.1% 0 

Man sieht, dass Diphenylpyrophosphorsaure, genau wie von 
Kurata mit den in saurem Medium wirksamen Fermenten 


bewiesen, auch in diesem Fall zuerst durch aktivierte Pyrophos- 
phatase angegriffen wird, und dass darauf die Monoesterasen- 


wirkung folet. 

8. Reiskleienfermentlésung und ihre Befreiung vom Pyro- 
phosphatasenaktivator. 

Die Fermentlosung wurde nach Uzawa (1932) hergestellt und 


dialysiert. Ihre Wirkung auf drei Substrate war wie folet: 
M/250 Substratlésung 5 eem 
Puffer 2 cem Pu 5.6. 
Fermentlosung 3 ecem 
Pyrophosphat Phenylphosphat Diphenylpyrophosphat 
in mg mG in mg in % in mg in.% 
nach 
2 Stdn. 0.124 100 0.0620 100 0.015 12 
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Der Pyrophosphatasenaktivator konnte aus dieser Ferment- 
losung durch folgende zwei Verfahren beseitigt werden: 


A. Erstes Verfahren 


Kleienfermentlosung 16 ecm 
M/2 Essigisiure 3.94 eem 
M/2 Acetat 0.06 cem 
Kaolin dg 


Dieses Gemisch wurde eine Stunde in ein Wasserbad von 37° 
unter bisweiligem Umschiitteln gestellt. Nach Zentrifugieren wurde 
die wberstehende Fliissigkeit tiber Nacht dialysiert. Sie war 
aktivatorfrei. 


M/250 Substratlosung 5 cem 
Puffer 2 ccm PH 5.6 
dialysierte Losung 3 cem 


Pyrophosphat Phenylphosphat Diphenylpyrophosphat 


in mg in % in mg | in % in mg in % 


nach i 
S Sdn, 0.062 | 50 | 0.0434 70 0 0 


B. Zweites Verfahren 


Kleienfermentlosung 16 eem 
M/10 Glykokoll . 2.4 cem 
M/10 Natron 1.6 eem 
Tonerde C 20cem | 


Adsorptionsverfahren gleich wie bei vorigem. Die dialysierte 
Adsorptionsrestlésung war aktivatorfrei. Zusammensetzung der 
Versuchslosung auch wie frther. 


Pyrophosphat Phenylphosphat Diphenylpyrophosphat 


in mg in % in mg iba, 6% in mg | iba) 


nach 0496 80 0 0 
ty Stdn. 0.0594 48 0. | 
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Die vom Aktivator befreite Kleienfermentlosung konnte durch 
Zusatz von Pyrophosphatasenaktivator aus Schweineniere wieder 
zur Pyrophosphorsaureesterhydrolyse befahigt werden. 


M/250  Diphenylpyrophosphat 10 ecm 
Puffer 4 eem 
Aktivatorfreie Kleienlésung 3 c¢em 
(II. Verfahren) 
Aktivatorlosung 3 cem 
3 4 5 56 | so | 6.9 
PH 
inmg| % |inmg| % |inmg, % |inmg| % |inmg| % inmg| % 
Bos | Spur! 0 |0,0150) 12 | 0.0243 6 0.0216} 18.2| 0.0212) 17.1) 0.0126} 10.1 


Man sieht auch, dass das PH-Optimum bei PH 5.0 vorhanden 
ist. 

9. PuH-Optima der Pyrophosphathydrolyse. Die gebrauchten 
Fermentlosungen waren Reiskleienldsung nach Uzawa und 
Schweinenierenlosung nach Asalkawa. Die Zusammensetzung 
der Versuchslosungen war wie folet :* 


(M/250 Pyrophosphat 5 cem 

A. 2 Puffer 2 ecem 

Kleienfermentlosung 3 ecem 

M/250  Pyrophosphat 5 cem 

B. 2 Puffer 2 ccm 

Schweineniere 3 cem 

M/250  Pyrophosphat 5 cem 
Puffer, der Eieralbumin zu 10% 

C. enthielt 2 ccm 

Schweineniere 3 cem 


Man sieht(v.), dass die Pyrophosphathydrolyse in alkalischer 
Reaktion bei Anwesenheit von Eiweiss stark beschleunigt wurde. 
Hin solcher Befund ist schon friiher von Kurata gemacht worden. 


2-stiindige Versuche. Tabelle in der niichsten Seite. ! 
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Kleinferment Nierenferment Nierenferment mit 
Eiweisszusatz 
Pa eras Poe pears PH gee 
2.18 0 1.80 0 1.99 0 
2.49 oi 2.13 15.2 2.55 11.2 
3.13 30.4 2.45 35.8 3.18 54.0 
3.89 72.4 2.98 59.7 4.10 65.8 
4.15 75.0 3.50 66.5 4.51 61.4 
4.55 80.6 Seid 70.1 5.36 57.6 
5.16 83.8 4.04 69.3 6.72 47.2 
5.54 82.7 4,21 67.9 7.01 26.4 
5.97 80.6 4.68 66.5 TOU 29.1 
6.45 78.5 4.88 61.4 8.05 38.4 
6.78 ideed 5.03 59.1 8.38 56.1 
(hed ta 73.2 5.78 48.1 8.56 75.0 
Teas (LS) 6.77 26.3 8.84 76.7 
7.75 67.9 7.01 19.4 8.89 78.6 
8.15 44.7 7.43 15.8 9.97 46.4 
8.63 17.3 8.20 15.0 10.43 18.9 
9.01 0 8.40 16.5 
8.64 IW fprf 
8.92 16.4 
9.13 15.3 
9.15 12.9 
9.25 10.1 
10.10 0 


10. Px-Optimum bei Einwirkung der aktivierten Pyrophos- 
phatase auf Diphenylpyrophosphat. 

Diphenylpyrophosphat wird durch dieses Ferment in Phenyl- 
phosphat hydrolysiert. Aber da die quantitative Bestimmung 
dieses Spaltprodukts schwer auszufiihren ist, wurde eine indirekte 
Methode ersonnen, indem ich auf das Spaltprodukt unter gleichen 
Bedingungen Phosphomonoesterase einwirken liess, die nun pyro- 
phosphatasenfrei herzustellen war. Die nachgewiesene Phosphor- 
menge muss beinahe, wenn nicht genau, proportional zu dem vor- 
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handen gewegenen Phenylphosphat sein. In diesem Experiment 
wurden (1.) Phosphomonoesterase, die aus Schweineleber nach 
Kurata hergestellt wurde und ihr Optimum bei P13 besitzt, (2.) 
Pyrophosphatasenaktivator und (3.) Pyrophosphatase, die aus 
Schweineniere hergestellt wurde, gebraucht. Das Verfahren von 
Kurata zur Herstellung des letzteren Fermentes lieferte bereits 
eine kraftige Pyrophosphatasenlésung. Da aber darin ein gleich- 
artiges in alkalischem Medium wirksames Ferment beigemengt war, 
wurde eine weitere Trennung unternommen. 

A. Bereitung der Pyrophosphatase, die ausschlesslich in 
saurem Medium wirksam ist. Die erste Isolierung wurde genau 
nach Vorschrift von Kurata ausgefiihrt, nimlich mit dem Gemisch 
von 50 ccm Schweinenierenlosung, 40 cem Tonerdesuspension und 
10cem M/2 Essigséure. Die von der Tonerde abzentrifugierte 
Losung wurde mit 20 cem 2%igen Hieralbumins (Merck) versetzt, 
und die vorhandene Hssigsiure unter Abktihlung mit einer berech- 
neten Menge M NaOH neutralisiert. Das weitere Isolierungs- 
verfahren geschah folgendermassen : 


Neutralisierte Fermentlésung ~ 110 eem 
M/2 Natrium Acetat +29 eem 
20% Mg(OH).2 Suspension 11 eem 


Dieses Gemisch wurde eine Stunde bei Zimmertemperatur ab 
und zu geschiittelt und dann zentrifugiert. Die iiberstehende 
Flissigkeit wurde tiber Nacht dialysiert. Sie wirkte auf Pyro- 
phosphat ausschliesslich in saurer Reaktion . 


M/250 Pyrophosphat 5 eem 
Puffer 2 cem 
Pyrophosphatase 3 eem 


Nach 2 Stunden wurde bei PH 3.9 20%ige Hydrolyse beo- 
bachtet, aber keine bei Px 9. 
B. Hauptversuch. 
Jede Versuchsl6sung bestand aus: 


M/250 Diphenylpyrophosphat 10 ecm 
Pyrophosphatase 3 eem 
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Aktivator 3 com 
Puffer 4 eem 


Nach 2 Stunden wurde jede Probe 5 Minuten lang in siedendem 
Wasserbad erhitzt und schnell abgekiihlt. 10cem wurden aus 
jeder Probe abpipettiert, und die Aziditét auf PuH3 umegestellt. 
Die zuzusetzende Menge M/2 HCl oder M/2 Acetat kann man aus 
den vorhandenen Puffergemischen (Glykokoll-HCl, Essig-Acetat, 
Veronalpuffer) ausrechnen. Das Gesamtvolumen jeder Probe 
wurde weiter durch Zusatz von Glykokoll-HCl (PH 3) auf 14 ccm 
gebracht und dann mit 6 eem Phosphomonoesterase gemischt. Die 
Fermentwirkung dauerte 2 Stunden. 


PH beim Versuch mit Hydrolyse 
Pyrophosphatase Monoesterase Pinmg in % 
2.52 2.93 0 0 
2.93 2.89 0.0084 13.2 
3.98 3.12 0.0105 17.0 
4.98 3.12 0.00832 13.4 
5.85 3.16 0.00768 12.3 
6.70 3.20 0.004 6.4 
7.80 3.30 Spur 0 


Das PH-Optimum bei Wirkung der aktivierten Pyrophos- 
phatase auf Diphenylpyrophosphat war also PH4. Bei derselben 
Aziditat wurde das Substrat auch durch das Gemisch von Phospho- 
monoesterase + aktivierter Pyrophosphatase optimal aufgespalten. 
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UBER FERMENTATIVE DEPHOSPHORIERUNG 
DER NUKLEINSAURE. 
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(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen. Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. 8S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 17. August 1932) 


Die Struktur der Nukleinsaure ist ein interessantes Problem 
in der Biochemie, das wir hier vom Standpunkt der Ferment- 
forschung betrachten wollen. Was uns zu den enzymatischen 
Studien iiber diese Kernsubstanz angereet hat, war die systema-— 
tische Differenzierung der Phosphatasen, die durch die im hiesigen 
Institut unter Leitung von Prof. Akamatsu ausgefiihrten Unter- 
suchungen vollendet wurde. 

Wir wissen nun nach der Untersuchung von Uzawa (1932), 
dass Phosphorsaurediester durch ein spezifisches Ferment, Phospho- 
diesterase, in Phosphorsduremonoester und Alkohol aufgespalten 
wird. Phosphorséuremonoester ist spezifisch durch Phosphomono- 
esterase hydrolysierbar. Phosphodiesterase wie Monoesterase sind 
weit in der Natur verbreitet und in den meisten Fallen zusammen- 
gesellt vorhanden. Die Isolierung der Monoesterase frei von Di- 
esterase ist verhaltnismassig leicht ausfiihrbar, oder wurde auch 
manchmal zufallig ausgeftihrt. Aus diesem Grunde wurde von 
einigen Autoren die Unspaltbarkeit der Phosphorsaurediester 
diskutiert, welche aber nichts anderes als das Fehlen der Phospho- 
diesterase in den gebrauchten Fermentpraparaten bedeutet. Die 
Isolierung der Diesterase frei von Monoesterase ist dagegen recht 
schwierig. Man weiss jedoch dank der Untersuchung von Uzawa, 
dass das ‘‘Habu’’ (Trimeresurus flavoviridis)—Gift eine Phospho- 
diesterase enthilt, aber auf Phosphorsiuremonoester inaktiv ist. 

Die Untersuchungen von Kurata (1931) und Takahashi 
(1932) haben ergeben, dass die symmetrischen Diester der Pyro- 
phosphorsiiure durch die vereinigte Wirkung der aktivierten Pyro- 
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phosphatase und der Phosphomonoesterase in ihre Bausteine zerleg- 
bar sind. Diese beiden Fermente konnten von Kurata und 
Takahashi auch voneinander getrennt isoliert werden. Die Art 
und Weise der Pyrophosphorsdureesterhydrolyse ist sehr be- 
merkenswert. Dieser Ester wird zuerst durch Pyrophosphatase 
in 2 Molekiile Phosphorsiuremonoester aufgespalten. Dabei ist die 
Anwesenheit eines spezifischen Aktivators, des Pyrophosphatasen- 
aktivators, unentbehrlich. Die entstandenen Phosphorsauremono- 
ester sind nun fiir die Wirkung der Phosphomonoesterase zugang- 
lich. Jener Aktivator konnte ebenfalls von Kurata und Taka- 
hashi frei von Pyrophosphatase und Phosphomonoesterase her- 
gestellt werden. 

Wir wissen weiter, dass Polyphosphorsaureester der mehr- 
wertigen Oxyverbindungen durch Phosphomonoesterase hydroly- 
sierbar sind. Alle einzelnen Phosphorsaurereste sind dabei un- 
abhangig voneinander abspaltbar. Dies wurde von Kobayashi 
(1929) bei Diphosphoglyzerinséure, von Horiuchi (1931) bei 
Phytin und von Manaka (1931) bei Resoreindiphosphorsaure 
bewiesen. . 

Damit konnen wir auf die Chemie der Nukleinsiure eingehen. 

Dass die Nukleinsaure aus 4 Mononukleotiden zusammengesetzt 
ist, ist eine allgemein anerkannte Tatsache. Auch die Struktur 
jedes einzelnen Mononukleotids ist dank den Studien der Vorganger 
klargestellt. Diese Verbindung kann von einer Phosphatase, die 
nach unserer Klassifikation die Phosphomonoesterase ist, an der 
Bindung zwischen Phosphorsiure- und Zuckerrest angegriffen und 
in Phosphorsdure und Nucleosid aufgespalten werden. Diese 
letztere Verbindung ist wieder durch Nukleosidase in ihre Bestand- 
teile zerlegbar. 

Die Frage ist die, wie die 4 Mononukleotide in dem Nuklein- 
sduremolekiil miteinander verbunden sind. Es sind 3 Méglichkei- 
ten vorhanden: Erstens die esterartige Bindung: Der Phosphor- 
sdurerest eines Nukleotids verestert sich mit dem Zuckerrest des 
benachbarten Nukleotids. Der betreffende Phosphorsiiurerest. ist 
dabei an 2 Molekiile Zuckerreste gebunden. Diese Bindung muss 
daher von der Phosphodiesterase angegriffen werden. Die zweite 
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Moglichkeit ist Bindung zwischen 2 Phosphorsiureresten der 
benachbarten Nucleotide unter Anhydridbildung. Ein solcher 
Pyrophosphorsaurerest ist dann nach unserer Erfahrung der An- 
eriffspunkt der aktivierten Pyrophosphatase. Drittens kénnte die 
Bindung atherartig sein, indem sich der Zuckerrest eines Nucleotids 
mit dem des benachbarten glukosidisch verbindet. Dann bleibt 
der Phosphorsaurerest jedes Mononucleotids in seiner urspriing- 
lichen Monoesterform und muss unabhingig von den anderen durch 
Phosphomonoesterase abgespalten werden. Die vorerwahnten drei 
Bindungsweisen kénnen  selbstverstindlich mnebeneinander  vor- 
kommen. 

Die fermentative Hydrolyse der Nucleinsiure wurde bisher 
von vielen Autoren untersucht. Auf die fermentative Dephos- 
phorierung des Mononucleotids weiter einzugehen unterlassen wir, 
weil es sich dabei bloss um Phosphomonoesterase handelt. Die 
wichtigste Frage ist der erste Angriff auf die Nucleinsdure selbst, 
namlich deren Zerlegung in die Mononucleotide. Abgesehen von 
alteren Angaben, ist es sehr wichtig, die Mitteilungen von Levene 
und von Klein zu erwahnen. Levene und Dillon (1930) haben 
beobachtet, dass die Dephosphorierung der Nukleinséure durch 
Fermentpriparate, die durch Acetonfallung des Darmfistelsaftes 
des Hundes hergestellt wurden, weit langsamer war als die der 
Nucleotide. Jene Autoren meinten nun, dass der Zerfall der 
Nucleinséure in die Nucleotide der Dephosphorierung vorausgehe. 
In diesem Punkt stimmen wir, wie unten naher auseinandergesetzt 
wird, Levene und Dillon zu, aber ihre weitere Annahme, dass 
nur eine Phosphatase an der Dephosphorierung der Nucleotide teil- 
nehme und daher die Existenz von mehr als einer Phosphatase ftir 
Nucleinsdureabbau unnotig sei, scheint uns nicht ohne weiteres 
einzuleuchten. Denn die von jenen Autoren behauptete Struktur- 
formel der Nucleinsaure zeigt von selbst, dass der Nucleinsadure- 
zarfall in Mononucleotide durch irgendeine Phosphatase ausgefiihrt 
werden muss. Levene und Dillon haben in ihrer nachsten 
Mitteilung (1932) iiber Nucleotidase (nichtspezifische Phosphatase ) 
und Polynucleotidase (Nucleinase) berichtet. Das erstere Ferment 
ist nach unserer Klassifikation Phosphomonoesterase. Das letztere 
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Ferment ist gerade dasjenige, welches an der Zerlegung der 
Nucleinsiure in Nucleotide teilnimmt. Eine Trennung der beiden 
Fermente konnte nicht ausgefiihrt werden, und von der Natur der 
Polynucleotidase selbst wurde nur ungeniigend gesprochen. Klein 
(1932) hat im Thannhauserschen Laboratorium aus Dunn- 
darmschleimhaut der Kalbes ein Nucleophosphatasenpraparat her- 
gestellt, das auf Thymusnucleinséure stark dephosphorierend ein- 
wirkte. Dieses Ferment soll nach Klein ein Gemisch der Nuclei- 
nase von Levene und der nichtspezifischen Phosphatase sein. 
Uber die Nucleinasenwirkung haben wir aber keine Angaben 
gefunden. 

Wir haben als Fermente Phosphomonoesterase, Phospho- 
diesterase, Pyrophosphatase und ihren Aktivator bereitet. Mit 
Hilfe dieser Fermente wollten wir die Bindungsformen der Phos- 
phorsdurereste in der Nucleinséure bestimmen. Es ist selbstver- 
stiindlich wiinschenswerst, bei Hydrolysenversuchen Mononucleotid 
oder Nucleosid als Spaltprodukt quantitativ zu bestimmen. Aber 
fiir die blosse Ermittelung der Bindungsweisen der Phosphorsaure- 
reste geniigt die Bestimmung der anorganischen Phosphorsaure, 
die aus Nucleinsiure durch zweckmissig kombinierte Wirkungen 
einzelner spezifischer Phosphatasen abspaltbar ist. 

Die Strukturformel der Nucleinsiure wurde in verschiedener 
Weise angegeben. Wir wollen die Formeln vom Standpunkt der 
Phosphatasenspezifitat aus betrachten. 

Die von Levene und Jaccbs (1912) angegebene Formel 
war wie folet: (v.) 
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Die Formel von Jones und Perkins (1923) ist hinsichtlich 
der Bindungsweise der Phosphorsaurereste mit der von Levene 
und Jacobs (1912) verwandt. 
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In beiden Formeln sind 2 Molekiile Phosphorsaurereste in 
Form von Monoester vorhanden und miissen durch Phosphomono- 
esterase abgespalten werden. Die anderen beiden Molekule Phos- 
phorsiurereste sind aber in Diesterform gebunden. Daher werden 
sie erst bei kombinierter Wirkung von Phosphodiesterase und 
-monoesterase abgespalten. 

Jones (1914, 1916, 1917) hat die folgende Formel angegeben : 
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Alle Phosphors&urereste sind in dieser Formel in Monoester- 
form vorhanden, und daher soll 100%ige Dephosphorierung durch 
alleinige Wirkung der Phosphomonoesterase ausgefiihrt werden. 

Feulgens Formel (1918) ist die folgende: 
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In dieser Formel bilden 2 Molekiile Phosphorsiurereste der 
Pyrimidinnucleotide Anhydrid. Sie sind unter der kombinierten 
Wirkung der Phosphomonoesterase und der aktivierten Pyrophos- 
phatase als anorganische Phosphorsdure abspaltbar. Die anderen 
2 Phosphorsaurereste sind in Diesterform vorhanden. Zu ihrer 
Abspaltung sind Phosphodiesterase und -monoesterase erforderlich. 
Die vollstandige Dephosphorierung sollte also unter Mitwirkung der 
Phosphomonoesterase und -diesterase und der aktivierten Pyrophos- 
phatase verwirklicht werden. 

Die von Levene (1921) aufs neue angegebene Formel lautet 
folgendermassen : 


O 
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In dieser Formel ist 1 Phosphorséurerest in Monoesterform, 
dagegen sind die anderen 3 Phosphorsaurereste in Diesterform vor- 
handen. Die Phosphodiesterase und -monoesterase werden unter 
vereinigter Wirkung 100%ige Dephosphorierung verursachen. 
Die alleinige Wirkung der Phosphomonoesterase sollte jedoch 
25%ige Dephosphorsierung ergeben. 

Wir erwarteten, dass das Resultat der von uns unternommenen 
Phosphatasenversuche fiir irgend eine von den oben genannten 
Formeln sprechen wiirde. Dies war aber nicht der Fall. 

Die Phosphomonoesterase bewirkte keine Dephosphorierung. 
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Die gebrauchten Fermente waren erstens die nach Kurata (1931) 
aus Schweineleberautolysat isolierte Phosphomonoesterase, die das 
Pxu-Optimum in saurer Reaktion besitzt, und zweitens die nach 
Takahashi (1932) aus Schweinedarmautolysat hergestellte, die 
in alkalischer Reaktion ihre maximale Wirkung austbt. Das 
Ergebnis sprach gegen die Formeln von Levene und Jecobs 
(1912), Jones (1914, 1916, 1917), Levene (1921) und Jones 
und Perkins (1923). 

Die vereinigte Wirkung der aktivierten Pyrophosphatase und 
der Phosphomonoesterase dephosphorierte die Nucleinsaure auch 
nicht. In diesem Experiment wurden Pyrophosphatase und Phos- 
phomonoesterase von beiden Typen gebraucht, namlich die in saurer 
Reaktion wirksame Form und die in alkalischer Reaktion wirksame, 
welche je nach Vorschrift von Kurata (1931) und Takahashi 
(1932) hergestellt wurden. Dieses Resultat spracht gegen die 
Formel von Feulgen (1918). 

Die kombinierte Wirkung der Phosphodiesterase und -mono- 
esterase war aber sehr auffallend. Der gesamte Phosphor in der 
Nueleinséure konnte dadurch schliesslich als~anorganische Phos- 
phorsaéure nachgewiesen werden. Die Hydrolyse sowohl in saurer 
als auch in alkalischer Reaktion, wobei selbstverstandlich Phospho- 
monoesterase von der in saurer resp. alkalischer Reaktion wirk- 
samen Form gebraucht wurde, verlief in gleichem Sinne. 

Da der Phosphorsdurerest in Monoesterform experimentell 
schon ausgeschlossen werden konnte, und die Anhydridbildung der 
benachbarten Phosphorsadurereste zu Pyrophosphorsiureesterform 

‘in der Nucleinsdure nicht notwendig vorkommen muss, sind die 
gesamten Phosphorsaurereste der 4 Nucleotide in der Diesterform 
vorhanden. 

Nach dem Ergebnis der fermentativen Nucleinsiureanalyse 
mochten wir vorschlagen, die Struktur der Nucleinsaiure wie folgt 
zu formulieren : 
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Die Struktur der Nucleinséure im Sinne von Levene (1921) 
wurde von Levene und Simms (1926) durch Vergleich der 
theoretischen und der experimentell gefundenen Elektrotitrations- 
kurven behauptet. Die Ermittelung der theoretischen Kurve war 
recht mtihsam. Aber die experimentellen Kurven scheinen nicht 
unbedinget zugunsten der Theorie zu sprechen. Die Autoren selbst 
haben angenommen, dass irgendeine Gruppe, die unterhalb des Pu 
6 dissoziert, nicht frei sei, und wahrscheinlich irgendein Typ von 
Anhydrid geformt vorhanden sei. Es sollte dabei jedoch eher an 
die Moglichkeit gedacht werden, dass gerade an der betreffenden 
Anhydridbildung jene sekundare Phosphorséuregruppe teilnimmt, 
deren Existenz in unbesetzter Form Levene und Simms stark 
behaupteten. 

Was sind nun eigentlich die Spaltprodukte der Nucleinséure 
durch Phosphodiesterase, 4 Mononucleotide oder 2 Purinnucleoside 
und 2 Diphosphopyrimidinnucleoside? Das ist die weitere Frage. 


Experimenteller Teil. 


I. SUBSTRATE. 


A. Nucleinsdure. 

Hefenucleinsdure (Merck) wurde nach Osborne und Harris 
(1902) gereinigt. Die Analyse wurde mit der im Hochvakuum 
jiber P.O; bei 100° getrockneten Substanz ausgefiihrt. Fir die 
Phosphorbestimmung wurde sie nach Neumann auf nassem Wege 
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verascht, und der Phosphor wurde nach Schmitz als Magnesium- 
pyrophosphat gravimetrisch bestimmt. Die Stickstoftbestimmung 
geschah nach Kjeldahl. 


0.4637 g Substanz lieferten 0.0440 2 P 
berechnet (CsgH49Ni5029P4) 12 9.52% 


gefunden P 9.48 7 
0.1159 g Substanz lieferte 0.01883 ¢ N 

berechnet N 16.1% 

gefunden N 16.3% 


B. Kaliwm Diphenylphosphat war das friiher von Asakawa 
(1929) hergestellte Priéparate. 
Kalinm Monophenylphosphat, Kalium Diphenylpyrophosphat 
und Natrium Pyrophosphat waren dieselben, die in seiner vorigen 
Mitteilung vom Verfasser angegeben wurden. 


II. FErrMentLOsunGceEnN. 


Jede hergestellte Fermentlésung wurde auf Hinheitlichkeit 
nach folgender Vorsehrift gepriift. 


M/100 Substratlésung 5 eem 
Pufferlosung 5 eem 
Wasser 7 eem 
Fermentlésung 3 eem 


Pufferlésungen: M/2 Acetat-Essigsiiure und M /10 Glykokoll- 
Natron. Temperatur 37°. Px elektrometrisch gleich nach An- 
stellung der Versuche bestimmt. Phosphorbestimmung nach Fiske 
und Subbarow. Die ermessene anorganische Phosphorséiure wurde 
in den nachfolgenden Protokollen uiberall, fiir 1eem Versuchs- 
losung berechnet, als P in mg angegeben. Die hydrolytischen 
Prozentzahlen wurden auch daneben gesetzt. 


A. Phosphomonoesterase, die ausschliesslich in saurer Reaktion 
wirksam ist. 


Dieses Ferment wurde nach Kurata(1931) aus Schweineleber 
isoliert. Da der Versuch mit Nucleinsiure, wie unten angegeben, 
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lange fortgesetzt werden musste, wurde die Behandlung mit 
Tonerde in essigsaurer Reaktion 3mal wiederholt. Die Priifung 
mit der dialysierten Losung zeigte, dass die Isolierung fast voll- 
kommen war, abgesehen davon, dass ein wenig Phosphodiesterase 
zurickblieb. 


nach 2 Stdn. nach 24 Stdn. 
Phenylphosphat 0.0387 mg 50% 0.0775 mg 100% 
oh Pyrophosphat 0 0 Spur 0 
H | 
Diphenylmonophosphat 0 0 0.00387 mg) al 
Diphenylpyrophosphat 0 0 0 0 
Phenylphosphat 0 0) 0 0 
Pyrophosphat 0) 0 0 0 
PH 8.5 : ah ie 
Diphenylmonophosphat 0 0 0 0 
Diphenylpyrophosphat 0 0 0 0 


B. Phosphomonoesterase, die ausschliesslich in alkalischer Reak- 
tion wirksam ist. 

Zu diesem Ferment wurde jenes alte Schweinedarmautolysat 
gebraucht, das in seiner vorigen Mitteilung vom Verfasser ange- 
geben wurde. Seine Hinheitlichkeit wurde nochmals gepriift. Die 
Isolierung war vollkommen. 


nach 2 Stdn. nach 24 Stdn. 
Phenylphosphat 0 0 (utter 
Pyrophosphat 0 0 0 0 
PH 4 ; 
Diphenylmonophosphat 0 0 Om 0 
Diphenylpyrophosphat 0 ) 0 0 
Px 10 Phenylphosphat 0.0387 mg 50% 0.0775 mg 100% 
Pu 9 Pyrophosphat 0 0 Spur 0 
Pu 8.5 | Diphenylmonophosphat 0 0 0 0 
PH 9 Diphenylpyrophosphat 0 | 0 0 | 0 


C. Pyrophosphatase, die ausschliesslich im sawrer Reaktion 
wirksam ist. 
Dieses Ferment wurde nach Kurata(1931) durch Behandlung 
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der Schweinenierenlésung mit Magnesiumhydroxyd in _acetat- 
alkalischer Reaktion hergestellt. Die Isolierung war vollkommen. 


nach 2 Stdn. nach 24 Stdn. 

Phenylphosphat 0 0 Spur 0 
Pyrophosphat 0.042 mg 279% 0.154mg}| 100% 

te Diphenylmonophosphat 0 0 0 0 

Diphenylpyrophosphat 0 0 0 0 

| Phenylphosphat 0 0 0 0 

Pyrophosphat 0 0 0 0 

ete Diphenylmonophosphat 0 0 0 0 

Diphenylpyrophosphat 0 0 0 0 


D. Pyrophosphatase, die ausschliesslich in alkalischer Reaktion 
wirksam ist. 

Diese Fermentlosung wurde, wie in seiner vorigen Mitteilung 
vom Verfasser angegeben, aus Kaninchennierenautolysat isoliert. 
Die Priifung auf EHinheitlichkeit ergab, dass die Isolierung voll- 
kommen war. cs 


nach 2 Stdn. nach 24 Stdn. 
Phenylphosphat 0 0 0 0 
Pyrophosphat 0 0 0 0 
PH 4 F 
Diphenylmonophosphat 0 0 0 0 
Diphenylpyrophosphat 0 0 0 0 
| Phenylphosphat 0 0 Spur 0 
Pyrophosphat 0.0308 mg 20% 0.124 mg 80% 
Eee Diphenylmonophosphat 0 0 0 0 
Diphenylpyrophosphat 0 0 0 0 


E: Pyrophosphatasenaktivator. 


Die Aktivatorlésung war dieselbe, die friiher vom Verfasser 
bei Diphenylpyrophosphathydrolyse gebraucht wurde. Bei noch- 
maliger Priifung erwies sie sich frei von beiden Arten von Pyro- 
phosphatase und Phosphomonoesterase. Aber als sie zusammen 
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mit Phosphomonoesterase auf Diphenylmonophosphat, wie folgt, 
einwirken gelassen wurde, war eine schwache Hydrolyse des Sub- 
strats bemerkbar. Phosphodiesterase daher war in geringem Mass 
beigemischt vorhanden. 


M/100 Diphenylmonophosphat 5 eem 

Pufter ; 5 cem 

Aktivatoriosung 4 eem 

Phosphomonoesterase 3 cem 

Wasser 3 ecm 

nach 2 Stdn. nach 24 Stdn. 

Pu 5.6+ ine 0 0.00775 mg 10% 
Pres ON 0mg | 0 0.00930 mg 12% 


t+ Versuch mit der in saurem Medium wirksamen Phosphomono- 


esterase. 
* Versuch mit der in alkalischem Medium wirksamen Phospho- 


monoesterase. 
Die Priifung der Wirksamkeit auf die Pyrophosphatasenakti- 
vierung zeigte, dass der Aktivatorengehalt hoch genug war. 


M/100 Diphenylpyrophosphat 5 eem 
Puffer 5 cem 
Aktivatorlosung 4 eem 
Pyrophosphatase 3 ecem 
Phosphomonoesterase 3 ecm 


nach 2 Stdn. 


PH 4t 0.0542 mg 35% 
PH 8.5* 0.0328 mg is 


+ Versuch mit beiden in saurem Medium wirksamen Fermenten. 
* Versuch mit beiden in alkalischem Medium wirksamen Fermenten. 


F. Phosphodiesterase. 

Nach der Angabe von Uzawa wurde als dieses Ferment 
0.2%ige Lésung des ‘‘Habu’’-Gifts gebraucht. Bei nochmaliger 
Priifung erwies sich dieses Gift frei von beiden Arten der Phospho- 
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monoesterase und Pyrophosphatase. Die Aktivitat der Phospho- 
diesterase in dieser Giftlosung wurde wie folgt geprift: 


M/100 Diphenylmonophosphat 5 ecm 
Puffer 5 com 
Phosphodiesterase 5 cem 
Phosphomonoesterase 3 ccm 
Wasser 2 cem 
nach 2 Stdn. nach 24 Stdn. 
Pu 5.6t 0.008 mg 10.3% 0.034 mg 43.6% 
Pu 8.6* 0.0108 mg 14% 0.040 mg 51.6% 


+ Versuch mit der in saurem Medium wirksamen Monoesterase. 
* Versuch mit der in alkalischem Medium wirksamen Monoesterase. 


Bei Anwesenheit der Phosphomonoesterasen, die weit wirk- 
samer als die von Uzawa gebrauchten waren, konnte also schon 
nach 2 Stunden eine ziemlich starke Hydrolyse beobachtet werden. 


II. Versucue wir Nucuersiure. 

Eine gewogene Menge gereinigter Hefenucleinsdaure wurde in 
Wasser suspendiert und mit V/10 NaOH versetzt, bis die Lésung 
gegen Lakmus neutral reagierte, und dann im Messkolben auf ein 
bestimmtes Volumen mit Wasser verdiinnt. Eine klare schwach- 
gelblich gefarbete M/100 Loésung wurde so hergestellt. Um das 
Bezeichnen der einzelnen Fermente zu vereinfachen, sollen in den 
nachstehenden Protokollen folgende Abkiirzungen gemacht werden: 


Phosphomonoesterase (a)...... Phosphomonoesterase, die 
ausschliesslich in saurem Medium wirksam ist. 
Phosphomonoesterase (b)...... Phosphomonoesterase, die 
ausschliesslich in alkalisechem Medium wirksam ist. 
Pyrophosphatase (a)...... Pyrophosphatase, die 
ausschliesslich in saurem Medium wirksam ist. 
Pyrophosphatase (b)...... Pyrophosphatase, die 


ausschliessheh in alkalischem Medium wirksam ist. 
Die Zusammensetzung der Versuchslésungen ist in jedem 
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Versuchsprotokoll angegeben. Die Versuchstemperatur betrug 
uberall 37°. Als Pufferlésungen dienten M/2 Essigsiure-Acetat 
und M/10 Glykokoll-Natron. Px elektrometrisch. Die Bestim- 
mung des anorganischen Phosphors wurde wie folgt ausgefiihrt : 
Ein aliquoter Teil der Versuchslésung wurde mit dem gleichen 
Volumen ammoniakalischer Magnesiummixtur versetzt. Nach 
einigen Stunden wurde der Niederschlag zentrifugiert, erst mit 14 
%igem Ammoniak, dann mit alkoholischem 0.3%igem Ammoniak, 
gewaschen und getrocknet. Er wurde dann mit 5 cem 10%iger Tri- 
chloressigséure quantitativ in 10cem Messzylinder eingewaschen. 
Der anorganische Phosphor wurde dann nach Fiske und Sub- 
barow kolorimetrisch bestimmt. Die nachgewiesene Phosphor- 
menge wurde bei jedem Versuch in mg fiir 1 cem Versuchslosung 
umgerechnet. 100%ige Hydrolyse sollte darum 0.31 mg P lefern. 


A. Versuche mit den in alkalischem Medium 
wirksamen Phosphatasen. 


1. Phosphomonoesterase (b). 


M/100 Nucleinsaure 5 eem | 

Puffer 5 eem Pu 8.53 
‘Wasser 7 eem 
Phosphomonoesterase (b) 3 cem 


Nach 2, 4 und 24 Stunden war keine anorganische Phosphor- 
sdure nachweisbar. 


2. Pyrophosphatase (b). 


M/100. Nucieinsaure 5 ecm 
Puffer 5 eem Pr 8.56 
Wasser 7 cem 
Pyrophosphatase (b) 3 cem 


Nach 2, 4 und 24 Stunden war keine anorganische Phosphor- 
sdure nachweisbar. 
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3. Phosphomonoesterase(b) + Pyrophosphatase (b) + Aktivator. 


M/100 Nucleinsaure 5 cem 
Puffer 5 cem 
Aktivatorlosung 4 ecm PuH 8.53 
Phosphomonoesterase (b) 3 ccm | 
Pyrophosphatase (b) 3ecem 

nach 2 Stdn. nach 4 Stdn. nach 24 Stdn. 

0 0 0 | 0 0.0267 mg | 8.6% 


Nach 24 Stunden wurde eine geringe Dephosphorierung beo- 
bachtet. 

Es handelt sich hier aber nicht um die vereinigte Wirkung 
der aktivierten Pyrophosphatase und der Monoesterase, sondern 
bloss um die schwache Diesterase, die bei Herstellung der Aktivator- 
lésung in dieser zuriickblieb, wie bei Priifung dieser Losung 
angegeben. Dies konnte weiter durch den folgenden Versuch 
bestatigt werden : 


~ 


3. Phosphomonoesterase (b) + Aktivator. 


M/100 Nueleinsaure 5 cem 
Puffer 5 ecem 
Aktivatorlosung 5 ecm PH 8.51 
Phosphomonoesterase (b) 3 eem 
Wasser 2 eem 

nach 2 Stdn. nach 4 Stdn. nach 24 Stdn. 

0 0 0 | 0 0.0250 mg 8% 


4. Phosphomonoesterase(b) + Phosphodiesterase. 


M/100 Nucleinsaure 5 eem 
Puffer 5 eem 
Phosphodiesterase 5 cem PH 8.53 
Phosphomonoesterase (b) 3 cem 


‘Wasser 2 cem 


Uber Fermentative Dephosphorierung der Nucleinsiure. 479 


nach nach nach nach nach nach 
2 Stdn. 4 Stdn. 24 Stdn. 72 Stdn. 120 Stdn. 216 Stdn. 


0.0242 mg 0.0416 mg | 0.125 mg 0.186 mg 0.230 mg 0.308 mg 
7.8% 13.4% 40.3% 60% T4% 99.2% 


Die Dephosphorierung geschah sehr schnell. Als Kontrolle 
wurden folgende Versuche angestellt : 


A B 
M/100 Nucleinsaéure 5 eem 0 
Puffer 5 ecm 5 ecm 
Phosphodiesterase 5 eem 5 eem 
Phosphomonoesterase (b) 0 3 ecm 
Wasser 5 ecem 7 ccm 
PH 8.50 8.60 


Beide Versuche lieferten keinen anorg. P nach 24 Stunden. 


B. Versuche mit den in saurem Medium wirksamen 


Phosphatasen. 
1. Phosphomonoesterase (a). 
M/100 Nucleinsaure 5 ccm 
Puffer 5 eem 
Phosphomonoesterase (a) 3 cem 
Wasser 7 cem 
nach 2 Stdn. nach 4 Stdn. nach 24 Stdn. 
PH 5.55 0 0 0 0 0.0128 mg 4% 


Bei Px 3.30 und 6.60 wurde nach 24 Stunden keine Dephos- 
phorierung beobachtet. 

Die geringe Dephosphorierung bei Px 5.6 bezieht sich auf die 
schwache Diesterasenwirkung, welche die gebrauchte Mono- 
esterasenlésung beibehielt. Dies wurde bei Priifung der Ferment- 
losung angegeben. 
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2. Pyrophosphatase (a). 

Zusammensetzung der Versuchslésung wie bei der vorigen. 
Bei Pu 2.90, 3.93, 5.55 und 6.48 keine Dephosphorierung selbst 
nach 24 Stunden. 


3. Phosphomonoesterase (a) + Pyrophosphatase (a) + Aktivator. 


Zusammensetzung der Versuchslisung war wie bei alkalischer 


Reaktion. 
PH nach 2 Stdn. » nach 4 Stdn. nach 24 Stdn. 
2.96 0 mg 0 0 mg 0 0 mg 0% 
3.87 0 mg 0 0 mg 0 0 mg 0% 
5.49 0 mg 0 0 mg 0 0.0264 mg 8.5% 
6.49 0 mg 0 0 mg 0 0.0174 mg 5.6% 


Die geringe Dephosphorierung nach 24 Stunden wurde von 
der zuriickgebliebenen Diesterase in den Phosphomonoesterase (a) - 
und Aktivatorlésungen verursacht. Ein Versuch mit dem Gemisch 
von Phosphomonoesterase(a) +Aktivator, der wie bei saurer Reak- 
tion ausgefiihrt wurde zeigte daher auch eine geringe Dephospho- 


rierung : 
PH nach 2 Stdn. nach 4 Stdn. nach 24 Stdn. 
5.60 0 | 0 0 | 0 0.0260 mg | 8.3% 


Die Phosphomonophosphatase(a) selbst zeigte bei PH 5.6, wie 
oben angegeben, 4%ige Dephosphorierung. Diese Versuche zeigen 
tibereinstimmend, dass das eigentliche Pyrophosphatasen (aktiviert) 
-+ Phosphomonoesterasensystem keine Dephosphorierung aus der 
Nucleinsaure verursachte. Das Ergebnis war also gleich wie beim 
Versuch im alkalischen Medium. 


4, Phosphomonoesterase (a) + Phosphodiesterase. 
M/100 Nueleinsiure 5 cem 
Puffer 5 ecm 
Phosphodiesterase 5 cem 
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Phosphomonoesterase (a) 3 cem 
Wasser 2 ecm 
Pa nach nach nach nach nach nach 
2 Stdn. 4Stdn. | 24 Stdn. | 72 Stdn. | 120 Stdn. | 216 Stdn. 
3.60 0 0 0 oa = — 
5.59 0.0111 mg | 0.0217 mg | 0.133 mg | 0.230 mg | 0.308 mg | 0.312 mg 
ssa 3.5% 7% 42.99% 74.3% 99.1% 100.6% 
0.111 mg 
D} & a ae = 
6.62 Spur 35.8% 


Die Kontrollversuche wurden wie beim alkalischen Medium 
angestellt. Sie zeigten nach 24 Stunden keine Dephosphorierung. 
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UBER SCHWERMETALLKATALYSE VON 
BIOLOGISCHEM INTERESSE. 


II. Mitteilung. 
Der Einfluss des Cystins auf die Kiinstliche Peroxydase. 


Von 


TAMIO OMORI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultiét 
der Kaiserlichen Kyushu-Universitat zu Fukuoka, Japan. 
Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Hingegangen am 2. September 1932) 


Bei meiner vorhergehenden Arbeit (1931) tiber den Star- 
keabbau durch kiinstliche Peroxydase bin ich zu dem Schluss: 
gekommen, dass diese Wirkung des Schwermetallsalz-H2O2-Syvstems: 
beim Vorhandensein von geringen Mengen von Hydrochinon, Brenz- 
katechin, P-Kresol, Adrenalin, Tyrosin usw. eine ausserordentliche 
Steigerung erfahrt. 

Hine ganz analoge Aktivierung von Polyphenolen habe ich 
auch an Cystin angetroffen. Dieser Befund interessiert uns um so 
mehr, als die wichtige Rolle dieser Thioverbindungen bei der bio- 
logischen Oxydation anerkannt ist. Daher wird in dieser Mittei- 
lung iiber die Wirkung des Cystins berichtet, und ferner dessen 
Wirkungsmechanismus eingehend diskutiert. 

Die Versuchstechnik bei meinen diesmaligen Untersuchungen 
war dieselbe, die ich in der I. Mitteilung schon beschrieben habe. 
Bei diesen Versuchen habe ich aber im Gegensatz zu den friiheren 
auf das Verschwinden der Jodstarke-Reaktion nicht langer als. 
6 Stunden gewartet. 


I. .User pie WirKUNG DES CYSTINS AUF DIE STARKEABBAUENDE 
WIRKUNG VERSCHIEDENER SCHWERMETALLSALZ- 
H.Oo-SYSTEME. 

Als biologische Oxydationskatalysatoren haben unter den 
Schwermetallsalzen Fe, Cu und Mn die grodsste Bedeutung. 
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Biedermann und Jenerkoff (1924) fanden, dass ein oxyda- 
tiver Abbau der Stirke durch verschiedene Schwermetallsalze 
unter Mitwirkung von H2O2 gelingt, und auch ich habe gefunden, 
dass in dieser Hinsicht das Fe am stirksten wirkt, worauf das Cu 
folgt, wahrend die Wirkung des Mn ebenso wie die aller anderen 
Schwermetallsalze sehr unbedeutend ist. Ich habe deshalb auch 
bei diesen Versuchen zunichst zu einem Reaktionsgemisch ver- 
schiedener Schwermetallsalze (Hisensulfat, Kupfersulfat, Mangan- 
sulfat, Nickelsulfat und Kobaltsulfat) +H»2O. 0.1 cem M/20 Cystin- 
lésung (in N/4 HCl) hinzugefiigt und den BHinfluss derselben 
beobachtet. Wie die Tabelle I zeigt, wird die stirkeabbauende 
Wirkung des Hisens und Kupfers in diesem System durch Cystin- 
zusatz wesentlich beférdert, wahrend bei Mangan, Nickel und 
Kobalt eine Aktivierung nicht zu beobachten ist. Weiter ist zu 
ersehen, dass das Kupfer im Vergleich zum Bisen eine sehr unter- 
geordnete Rolle spielt. Wir sehen daraus, dass dieses Verhalten, 
wie es schon bei den Versuchen in meiner I. Mitteilune zu beo- 
bachten war, auch bei Cystinzusatz dasselbe bleibt. 


TABELLE I. a 

Reaktionssystem : 

0.5% Stirkelésung leem 

M/5 Acetatpuffer +M/20 Cystinlésung a 

(PH 3.6) 3 ccm in V/4 HC10.1 ecem N/4 HC10.1 cem 

1 Mol H202 0.1 ecm 

Schwermetallsalzlsg. 2 cem 
Arten der Schwermetallsalzlésung Achromatischer Punkt 
M/1000 Ferrisulfatlésung 30 Min. ca. 200 Min. 
M/100 Kupfersulfatlésung ca. 180 Min. >6 Stunden 
M/100 Mangansulfatlésung >6 Stunden >6 Stunden 
M/100 Nickelsulfatlésung 53 ” 
M/100 Kobaltsulfatlésung a = 


“IL. Uxser pis WirkuNnG VERSCHIEDENER A MINOSAUREN 
AUF DIE STARKEABBAUENDE WIRKUNG DES Fe- Bezw. 
Cu-H2Oo-SysTEems. 
Die in dem 1. Versuche festgestellte Tatsache, dass das Cystin 
die starkeabbauende Kraft des Fe-(bezw. Cu-) HsO.-Systems be- 
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deutend fordert, ist sehr interessant; es ist nun aber wiinschens- 
wert zu wissen, ob diese befOrdernde Wirkung nur auf die Thiover- 
bindungen beschrankt, oder ausser dem Cystin den Aminosiuren 
im allgemeinen eigen ist. Zur Lésung dieser Frage habe ich, 
ebenso wie das Cystin zu diesem Versuch, je 0.1 eem M/20 Tyrosin, 
Glykokoll, Alanin, Asparaginséure bzw. Tryptophan zu der 
Schwermetallsalz-H2O2-Lésung hinzugefiiet und den Hinfluss auf 
diese beobachtet. Wie die Tabelle II zeigt, hat unter den genann- 
ten Aminosauren nur, wie wir schon in den Versuchen der I. 
Mitteilung gesehen haben, das Tyrosin eine ausgezeichnete befor- 
dernde Wirkung, wahrend den iibrigen eine solche vollstandig 
abgeht. Aus diesen Versuchsergebnissen ist zu schliessen, dass die 
Thioverbindung bei der oxydativen Starkespaltung durch das 
Fe-H202-System eine grosse Rolle spielt. Ich habe aber gefunden, 
dass erst durch Zusammenwirkung der 3 Faktoren Schwermetall- 
salz-H2O2-Thioverbindung die oxydative Spaltung der Starke 
bemerkbar wird, dass aber bei Ausfall der Thioverbindung eine 
bedeutende Schwiachung eintritt, wahrend bei Ausfall eines der 
beiden anderen Faktoren irgendwelche Wirkung iiberhaupt nicht 
stattfindet. 

Eine weitere bemerkenswerte Tatsache, die aus dieser Tabelle 


TABELLE II. 


~ 


. boone 0.5% Stiarkelésung 1 cem| 0.5% Starkelésung 1leem 
“System | 4/1000 Ferrisulfatlsg. 2 ecm M/100 Kupfersulfatlsg. 2 eem 

~ M/5 Acetatpuffer M/5 Acetatpuffer 
Zugetigte \_ (Pu 3.6) 3eecm| (PH 3.6) 3 ecm 
Pubstanzen ie 1 Mol H20: 0.1 ecem| 1 Mol H2O2 0.1 ecm 


Achromatischer Punkt 


N/4 HCl 0.1 com ca. 200 Min. >6 Stunden 
M/20 Tyrosin in 

N/4 HCl 0.1 eem 15 Min. ca. 6 Stunden 
>, Cystin’ sis 30 Min. ca. 200 Min. 
» Glykokoll _,, ea. 200 Min. >6 Stunden 
, Alanin ne ca. 200 Min. is 

, Asparagin. ,, 39 i 


» Tryptophan ,, s 5 


486 T. Omori: 


hervorgeht, ist das umgekehrte Verhalten der beférdernden Wir- 
kung des Tyrosins und Cystins je nach der Art der Schwermetall- 
salze. Bei dem EHisen-H2O2-Systemen ist die Wirkung des 
Tyrosins die des Cystins iiberlegen, wihrend bei dem Kupfersalz- 
H2O02-System die Wirkung des Cystins weit stirker ist als die des 
Tyrosins. 

Wenn nun aber je nach der Art der Schwermetallsalze die 
die katalytische Wirkung des betreffenden Systems beschleunigende 
Substanz verschieden ist, dann ist doch wohl zu vermuten, dass: 
je nach der Art des Schwermetalls eine Spezifitit in den Bezie- 
hungen zwischen dem Schwermetallsalz-H.O.-System einerseits und 
den Polyphenolen bezw. der Thioverbindung andererseits besteht. 


III. User prize WirKUNG DES CYSTINS IN VERSCHIEDENEN 
KONZENTRATIONEN AUF DIE STARKEABBAUENDE WIRKUNG 
DES EISENSALZ-H2Oo-SystTems. 


Wie die Tabelle III zeigt, geht die Beférderung der stir- 
keabbauenden Kraft des Hisensalz-H202-Systems durch das Cystin 
bei verhaltnismassig hohen Konzentrationen mit der Konzentra- 
tion parallel, was bei starker Verdiinnung des Cystins nicht immer 
der Fall ist. Unter ca. M/19200 Cystin (Endkonzentration) ist 
die aktivierende Wirkung ganz unbedeutend. 


TABELLE IIT. 


Reaktionssystem Zugefiigte Cystinmenge| Achromatischer Punkt 
0.5% Stirkelésung leem | M/20 Cystin 0.1 eem 35 Min. 
M/1000 Ferrisulfatlsg. 2cem | 37/40 i. . 75 Min. 
M/5 Acetatpuffer 1 a6 : 
(Pu 3.6) ate M/80 i, o ea. 135 Min. 
lM 5 j 
IaNiel HO: Oa ace M/160 ,, . ea. 150 Min. 
M/320_,, % ca. 175 Min. 
Kontrolle ohne Cystin ea. 200 Min. 


IV. User pen Enruuss pER ‘WASSERSTOFFIONEN-KONZENTRATION 
AUF DIH STARKEABBAUENDE WIRKUNG DES BISENSALZ- 
H2.O2-Cystin-Sygtems. 


Als Puffer fiir Pu 1.0-3.3 wurde das Gemisch von Glykokoll 
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(M/10) und HCl (M/10) gebraucht; fiir Pu 3.6-5.6 diente das 
Acetatgemisch (M/5). Wie die Tabelle IV zeigt, entfaltet dieses 
System bei Pu 1.0 gar keine Wirkung, dann wird es aktiver mit 
der Steigerung von Pw und erreicht das Optimum der Wirkung bei 
Pu 3.3, die allmahlich bis zu Pu 5.0 wieder abnimmt und dann 
bei Pu 5.6 ganzlich verloren geht. Dariiber hinaus ist eine Wir- 
kung iberhaupt nicht mehr festzustellen. Ist nun wohl die 
Tatsache, dass das Hisensalz-H2Ovs-Cystin-System bei Pu 3.3 die 
hochste Wirkung entfaltet, vielleicht darauf zurtickzufiihren, dass 
bei dieser Bedingung die Dissoziation des Eisensalzes am giin- 
stigsten vor sich geht? Wir mtissen natiirlich annehmen, dass 
im lebenden Organismus das Eisensystem ein anderes Verhalten 


zeigt. 
TABELLE IV. 

: Achromatischer 
Reaktionssystem PH Panke 

0.5% Starkelosung 1 cem 1.0 > 6 Stunden 
M/1000 Ferrisulfatlosung 2 ecm 1.4 ca. 360 Min. 
Pufferlosung 3 eem 1.9 120 Min. 
1 Mol H2O2 0.1 cem 2.6 18 Min. 

* renee : , 

M/20 Cystinlésung in N/4 HCl 0.1 cem 0 ° Min. 
Bye 5 Min. 
3.6 30 Min. 
4.0 70 Min. 
4.6 270 Min. 
5.0 360 Min. 

5.9 >6 Stunden 


Bemerkung: Pu1.0-3.3 Gemisch von Glykokoll(M/10) und HOC1(M/10). 
Pu 3.6-5.6 Acetatgemisch(M/5). 
V. User DEN EINFLUSS DES CITRATES AUF DIE STARKESPALTENDE 
WIRKUNG DES EISENSALZ-H200-CysTIN-SYSTEMS. 
Sehr interessant ist der hemmende Hinfluss des Citrats auf 
dieses System. Wie wir in der Tabelle V sehen, hemmt das Citrat 
schon in hoher Verdiinnung (ca. M/1200) die Wirkung des Hisen- 
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salz-H2Oo-Cystin-Systems ganzlich. 

Bei starkerer Verdtinnung des Citrats als ca. M/2400 tritt die 
Hemmung nicht mehr auf. Das Wesen dieser hemmenden Wir- 
kung des Citrats ftthrt Verfasser darauf zuriick, dass es die Ent- 
stehung von Fe’, das, wie aus dem nachfolgenden Kapitel (VI) 
hervorgeht aus Fe” dureh HO» gebildet wird, hemmt. Diese 
Tatsache ist leicht mittels qualitativer Methode nachweisbar. Tar- 
tarat hat keine solehe Wirkung auf das Hisensalz-H2Oo-Cystin- 
System. 


TABELLE V. 
; Zugesetzte Achromatischer 
Reaktionsystem Citratmenge Punkt 
0.5% Starkelosung leem | W/10 Na-Citrat 0.1 cem >6 Stunden 
M/1000 Ferrisulfatisg. 2eem | M/15_,, es x 
M/5 Acetatpuffer(Pu 3.6) 3eem M/20 . 3 i. 
1 Mol H:202 0.1 ¢em M/25—C,, is ca. 200 Min. 
5 ; 
M/20 Cystin 0.1 eem M/30 . : 60 Min. 
M/40 ie =p 35 Min. 
M/50 ” oar ” 
Kontrolle ohne Zusatz — 


VI. Userr pen Erruuss EINIGER NARKOTIKA AUF DIE 
STARKESPALTENDE WIRKUNG DES HISENSALZ- 
H.O2-Cystin-Systems. 


Abderhalden und Wertheimer (1922) fanden, dass AI- 
kohol, Ather und Chloroform die Autooxydation des Cystins 
beschleunigen, umgekehrt die rucklaufige Reduktion sowohl als 
auch die Sauerstoffiibertragung hemmen. Ich habe nun festzustellen 
gesucht, welche Wirkung Alkohol, Ather, Chloroform, Urethan 
und ahnliche Narkotika auf die stirkeabbauende Wirkung des 
Hisensalz-H»Oo- Cystin-Systems besitzen. 

Wie die Tabelle VI zeigt, ist die hemmende Wirkunge von 
Alkohol und Ather eine grundliche, wahrend allerdings auch 
Chloroform und Urethan eine ziemlich hemmende Wirkung aus- 
tben. Da aber die hemmende Wirkung dieser Narkotika auf das 
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Hisensalz-H202-System ohne Hinzufiigung von Cystin auch be- 
merkbar ist, so muss es sich wohl bei meinen Versuchen um eine 
Hemmung der Sauerstoffaktivierung des Hisens handeln. 


TABELLE VI. 


aie Reaktions- 0.5% Starkelosung 1 ccm 
_ system (2) 17/1000 Ferrisulfatlsg. 2 cem|(a) +M/20 Cystinisg. 
Zugefiigte ~ ; M/5 Acetatpuffer (Px 3.6) 3 ccm 0.1 ecm 
Substanzen Se 1 Mol H202 0.1 eem 


Achromatischer Punkt 


Kontrolle ohne Zusatz ca. 200 Min. 30 Min. 
Chloroferm 0.1 cem Ca. 6 Stunden 50 Min. 
1% Urethan 0.1 ccm Ca. 6 Stunden 50 Min. 
95% Alkohol 0.1 cem >6 Stunden >6 Stunden 


Ather 0.1 cem >6 Stunden >6 Stunden 


VII. User pen Ernruuss von EreraALBUMIN BEZW. KasEIn 
AUF DIE STARKESPALTENDE WIRKUNG DES 
HIsENSALZ-H.O0-SYSTEMS. 

Trotzdem das Cystin, wie oben klar gestellt worden ist, in 
Verbindung mit dem Hisensalz-H2O.2-System auf den Starkeabbau 
sehr fordernd wirkt, sind doch Hieralbumin und Kasein, die in 
ziemlich grossen Mengen Cystin enthalten, in dieser Hinsicht 
ginzlich ohne Wirkung. Dariiber hinaus zeigt das Hieralbumin 


TABELLE VII. 


SS = nee epee 

Zugefiigte Kontrolle ohne be aes pear ae 
Substanzen Zusatz Os eer Mela 
Reaktions- rae 
oe yore Achromatischer Punkt 

0.5% Stairkelosung 1 cem 

M/1000 Ferrisulfatlsg. 2ceem | ca. 200 Min. | ca. 270 Min. | ca, 220 Min. 

M/5 Acetatpuffer(PH 3.6) 3 ccm 

1Mol H:0-2 0.1 eem 
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im Gegenteil sogar eine leicht hemmende Wirkung. Danach 
scheint es also so, als ob das Cystin, wenn nicht in freigesetzter 
Thiogruppe, keine katalytische Wirkung entfalte. Die von mir 
gelegentlich einiger Nebenversuche festgestellte Erscheinung, 
dass trotz der festgestellten Wirksamkeit des Tyrosins, das das 
Tyrosin enthaltende Seidenfibroin ganz wirkungslos ist, lasst sich 
vielleicht analog erklaren. 


VIII. User pen Ernruuss von GuuTATHION UND THIOGLYKOLSAURE 
AUF DIE STARKEABBAUENDE WIRKUNG DES “HISENSALZ- 
BEZW. KUPFERSALZ-H2Oo.-SysTEMs. 


In diesen Versuchen habe ich aus naheliegenden Griinden das 
Cystin durch die zur selben Thioverbindung gehédrenden Gluta- 
thion bezw. Thioglykolsiure ersetzt und die Versuche in der 
vorhergehenden Weise durchgefiihrt. Glutathion wurde nach der 
Hopkins (1929) und Pirie’schen (1930) Methode aus Brothefe 
hergestellt. Ich habe dabei genau wie ich es vorausgesetzt hatte, 
eine bedeutende Steigerung des stiirkeabbauenden Vermogens des 
Hisensalz-H»O2-Systems gefunden. Interessant ist, dass wihrend 
bei dem Kupfersalz-H.O.-System das Glutathion einen fast un- 
bemerkbaren LHinfluss zeigte, die Wirkung der Thioglykolsiure 
dagegen eine ziemlich starke war. 


TABELLE VIII. 


——- = . | | 
— re re | M/20 reduz. | M/20 

Zugetiigte Kontrolle ohne | : | ar Oe 
Substanzen Zusatz eee Se 

Reaktion- oe ess seas: 

WA 4: Mies Achromatiseher Punkt 

0.5% Stirkelésung 1 eem 

M/1000 Ferrisulfatlosung 2ecm | ca. 200 Min. | 120 Min. 60 Min. 

M/5 Acetatpuffer (PH 3.6) 3 cem 

1 Mol H:202 0.1 eem 

Im oberen Reaktionssystem die 

Hisensalzlsg. durch M/100 >6 Stunden | >6 Stunden | ca. 270 Min. 

Kupfersulfatlsg. ersetzt. 
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IX. Dim POTENTIOMETRISCHE UNTERSUCHUNG DES HISENSALZ- 
H2O2-SYSTEMS UNTER AKTIVIERUNG MITTELS 
THIOVERBINDUNGEN. 


Schliesshich habe ich, um den Wirkungsmechanismus des 
Hisensalz-H»O2-Thioverbindung-Systems festzustellen, das Oxyda- 
tions- und Reduktions-Potential gemessen. Die Potentiometrie 
habe ich technisch in der von K. Kodama (1926) beschriebenen 
Weise ausgeftihrt, d.h. in der folgenden Weise: 

Als Reaktionsgefiass diente ein Becherglas von 50 cem Inhalt, 
das mit einem 4fach durchbohrten Gummistopfen versehen wurde, 
durch welchen das Liiftungsrohrchen, die Agarsalzbriicke und die 
Elektrode hineingesteckt werden. Das itibrige Loch dient fiir die 
Substanz-Zuftigung. Die Elektrode besteht aus spiralformigem 
Platindraht, der in die Spitze eines Glasréhrchens eingeschmolzen 
wurde. Das im Glasrohr befindliche Quecksilber stellt die Ver- 
bindung zu dem zum Potentiometer fiihrenden Draht her. Vor 
dem Versuch wird die Elektrode mit destilliertem Wasser sauber 
abgewaschen und in einer Metnylalkohol-Flamme gegliiht. Das 
Reaktionsgefaiss wurde in ein Wasserbad von 40°C gestellt und 
dureh eine Agar-KCl-Briicke mit einer gesattigten Kalomel- 
elektrode von Zimmertemperatur verbunden. Zur Potential- 
messung diente ein Unipivottype Potentiometer der Firma The 
Cambridge Instrument Co. Dieser Potentiometer registriert bis 
auf 1m.v. genau. Das Reaktionsgemisch wurde unter denselben 
Bedingungen und in demselben Verhaltnis gemischt wie bei den 
Starkespaltungsversuchen. Wahrend des ganzen Versuches wurde 
durch das Ventilationsroéhrehen Luft zugelassen und der Inhalt 
kontinuierlich umgeriihrt. In den Figuren zeigt die Ordinate das 
Eh in m.v., die Abscisse die Zeit in Minuten. 

Fig. 1.a. Das Reaktionsgemisch besteht aus 6.0cem M/5 
Acetatpuffer (Pu 3.6), 4.0cem M/1000 Ferrisulfatlosung und 0.2 
cem 1 Mol H2O.. Sobald dieses System ein bestimmtes Potential 
zeigte, habe ich 0.2 cem M/20 Cystinlésung (in V/4 HCl) hinzuge- 
fiigt, wobei sofort eine bedeutende Potentialsteigerung eintrat. Da 
nun aber HCl auch das Losungsmittel fiir das Cystin war, so ist 


las | | | | | | | <1M. HO, 0.2 com. 
ea | 
= { L | 
Fig. 1. (a) (b) x () Lt 
| | | | | sy M/5. Acctatpuffer | 
leat a | (Pu. 3.6) 6.0 ecem. 
t ee ee pera } Es a os 
ite | | eel M/1000. Ferrisulfat- 
50-4 clit = et ae 1 ; Leg. pee 


| | N/1. HC] 0.2 éem. 


| <—M/20. Cystin in N/4. HCl 0.2 cem. | 


= = N/4. HCl 0.2 ecm. 
e ! I 
e M/5. Acetatpuffer (Pi 3.6) 6.0 cem. M/5. Aesmapuites (Py. 3.6) 6.0 eem. 
“= | t{1000. Ferrisulfat-Lsg 4.0 » 3/1000, Ferrisaltat-Lsg, 400% 7 
Srv iseey Oo iM EO 02 » 
i TT 
C2008) oT ID RI? aT S808 NI NN I6w OE Vis 4 LY SnD eo tar 
— > Zeit. in Min. 


auf eine etwaige Verschiebung durch den Zusatz derselben Riick- 
sicht zu nehmen. Ich habe daher denselben Versuch unter den 
gleichen Ausgangsbedingungen vorgenommen, und dann anstatt 
Cystin-Liésung nur 0.2 cem NV/4 HCl zugesetzt, wodurch, wie aus 
Fig. 1. b. zu ersehen ist, ebenfalls eine Potentialsteigerung erreicht 
wurde, die allerdings im Vergleich zu a. eine geringere war. Aus 
dieser Tatsache scheint hervorzugehen, dass der Zusatz von Cystin 
zu dem MWisensalz-H,O2-System zur Bildung einer Substanz mit 
hoherem Oxydationspotential nétig sei. Nun zeigt aber die Fig. 
1.¢., in der der Versuch mit einem Reaktionsgemisch von 6.0 cem 
Acetatpuffer (Pu 3.6), 4.0cem M/1000 Ferrisulfat und 0.2 eem 
N/4 HCl angesetzt wurde, ein intensives Oxydations-Potential; mit 
diesem System aber ist eine Spaltung der Starke unmoglich. Wenn 
man nun diesem System weiter H2Os (1. Mol-Lésung 0.2 eem) 
zusetzt, dann stiirzt das Potential plétzlich ab, doch tritt dagegen 
starkeabbauende Wirkung auf. Diese Erscheinung ist vom ther- 
modynamischen Standpunkt unerklirlich, wenn man annimmt, 
dass der Oxydationsvorgang mit dem Oxydationspotential parallel 
geht. Dass ein solehes System einen Oxydationsvorgang leistet, 
hangt daher nicht nur von der Oxydationsintensitit ab, sondern 
hat wahrscheinlich mehr Beziehung zur labilen Peroxydbildung. 
Wenn einem Ferrisalz Wasserstoffsuperoxyd zugesetzt wird, so 
wird durch die reduzierende Wirkung des letzteren Fell gebildet, 
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welches leicht qualitativ mittels Berlinerblau-Reaktion nachweisbar 
ist. Aus diesem wird dann nach der Warburg’schen Annahme 
Fe!Y entstehen und die Starke oxydieren. Das HO. wird dabei 
den Kreisbildungsvorgane He, Fe", Fe" beférdern. Die Fig. 


2 zeigt die Ergebnisse des Versuchs mit Hinzufiigung von redu- 
ziertem Glutathion und von Thioglykolsdure zu dem Fe"!!-H20.- 
System; Hier kann man deutlich den Potentialsprung beim Zusatz 
von Thioverbindungen in der neutrale Lésung erkennen, sodass 
der Einfluss von Saure wie im Fall von Cystin, nicht in Frage 
kommt. 


fa] 
| 
ieee 

ee aa es es ae ir 

700 SSS jee LE een | a 
= it Lead 
a | 7 +—-| u! 

| | 


- te 
<—|M/20. red. Glutathion 0.2 cem. 


< M/20. Thioglykolsiure 0.2 cem. SI 


= } 
M/5. Acctatpuffer (P,, 3.6) 6.0 ccm. | 
M/1000. Ferrisulfat-Leg. 4.0 ” 
1M. EL.O: 0.2 


M/5. Acetatpuffer (Py. 3.6) 6.0 cem, 
M/1000. Ferrisulfat-Lsg. 4.0 » 
1M. HO, O22 


—> Eh. in. my. 


— > Zeit. in Min. 


Wie die Kurven zeigen, findet also bei Hinzufitigung der Thio- 
Verbindung zu dem Fe!™!-H».Oo-System immer eine Potentialer- 
hohung statt, doch ist diese nicht so auffallend, dass sie fiir die 
intensive Beforderung der starkespaltenden Wirkung eine ein- 
deutige Erklarung zuliesse. Wahrscheinlich ist diese Erscheinung 
darauf zurickzufiihren, dass, selbst wenn durch Einwirkung des 
Fel!_H.2Oo-Thioverbindung-Systems eine Substanz mit einem 
hodheren Oxydationspotential gebildet wird, dieses durch die 
Pufferwirkung des H2O2 gedeckt wird und infolgedessen nicht zum 
Vorschein kommt. 


DISKUSSION. 


Nach der Annahme von Wieland wird bei Vorhandensein 
von molekularem Sauerstoff voriibergehend primar H2O. gebildet. 
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Wenn wir andererseits nach Bach und auch Onslow eine Oxy- 
genase annehmen wollen, kénnen wir auch auf eine biologische 
Oxydation des Zellstoffs durch Mitwirkung des im lebenden Or- 
ganismus weitgehend vorhandenen Hisens und der Peroxydase 
schliessen. 

Es ist Haas, Hill (1923) und Lee (1924) gelungen vermit- 
tels des Peroxydase-Aldehyd-molekularer Sauerstoff-Systems Nitrit 
zu Nitrat zu oxydieren. Thurlow (1925) hat durch Anwendung 
von Peroxydase-Xanthinoxydase-Hypoxanthin, Peroxydase-Succi- 
noxydase-Bernsteinsaures Natrium, Peroxydase-Cystin, Peroxy- 
dase-Glutathion und dhnlicher Systeme ein analoges Resultat 
erzielt. Es ist das als ein Beweis dafiir anzusehen, dass das bei 
der Oxydation leicht oxydierbarer Substanzen entstehende Peroxyd 
under Mitwirkung der Peroxydase das Substrat oxydiert. 

Ich habe nun in meinen friiheren Versuchen eine ziemlich 
hohe Steigerung der Spaltungsgeschwindigkeit der Starke durch 
das Fe-Salz-H.02-Phenol-System und bei meinen diesmaligen Ver- 
suchen auch mittels des Hisensalz-H.O2-Thioverbindune-Systems 
beobachtet. = 

Seit Hopkins und seine Schiiler das Glutathion entdeckten, 
ist die wichtige Rolle, die die Thio-Verbindung bei der biologischen 
Oxydation spielt, klar geworden. Beziiglich des Wirkungsmecha- 
nismus wird dieser Vorgang so erklart, dass die SH-Gruppe und 
-S-S- Gruppe nacheinander auftreten, und dass zwischen dem 
Wasserstoffdonator und dem Acceptor katalytisch Wasserstoff tiber- 
tragen wird. Es bleibt allerdings zweifelhaft, ob dieser Vorgang 
allein die einzige Bedeutung der Thio-Verbindung bei der biologi- 
schen Oxydation darstellt. Tatsichlich wird die Oxydation der 
Linolensdure durch das Thio-System nicht durch Hydrierung und 
Dehydrierung des Thio-Systems geleistet. Wenn wir berticksich- 
tigen, dass durch das Hisensalz-H2O2-Thioverbindung-System eine 
schnelle Spaltung der Starke moglich ist, dann mtissen wir auch 
die Moglichkeit der Spaltung auch anderer organischer Substanzen 
mittels dieses Systems beriicksichtigen. 

Szent-Gyorgi (1924) fand, dass Ameisensdure, Hssigsaure, 
Propionsiure, Buttersiure, Milchsaure und Glukose durch Athyl- 
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peroxyd bezw. Thioglykolséure beim Vorhandensein von Fe-Salz 
oxydiert werden. Er fiihrt den. Oxydationsmechanismus dieses 
Systems darauf zuriick, dass die Thioglykolsiure sich mit dem 
molekularen Sauerstoff der Luft zu einem sehr aktiven Peroxyd 
verbindet und in dieser Weise befihigt wird, mit oder ohne Gegen- 
wart geeigneter Katalysatoren fiir die Zellatmung wichtige Sub- 
stanzen zu Kohlensiure zu oxydieren, und somit die Reaktion 
zwischen molekularem Sauerstoff und der sonst stabilen zu ver- 
brennenden Substanz zu vermitteln. 

Meine potentiometrischen Ergebnisse haben kein eindeutig 
erklarbares Resultat beziiglich des Wirkungsmechanismus des Fe- 
Salz-H2O02-Thioverbindung-Systems ermoglicht. Wenn wir aber 
berticksichtigen, dass bei Vorhandensein der Thio-Verbindung 
immer ein etwas hoheres Potential beobachtet wurde, dann kénnen 
wir uns den Vorgang etwa wie folgt rekonstruieren : 

Durch H2O2 wird aus FeU! Fel! gebildet. Das Fel! wird nach 
der Anahme von Warburg durch H2,O, in Fe!’ umgewandelt. 
Durch dessen katalytische Wirkung gestaltet sich der Chemismus 


(Op) 


o 
We 4 Se eae 
O 


ee 
O 
| 

oder -S-S-4+20>-5S S - 

und dureh diesen wird in der Thio-Verbindung aktives Peroxyd 
gebildet, welches die intensive Oxydation der Starke leistet. Solches 
Peroxyd wird mit anderen Molekeln von HO. reagieren, wenn 
dort ein Uberschuss an letzteren vorhanden ist. Es ist daher ganz 
begreiflich, dass die spontane Zersetzung von H2O2 schneller vor- 
geht unter Mitwirkung der Thioverbindung, (auch von Phenol), 
wie es in der folgenden Tabelle klar gestellt ist. 


ZUSAMMENFASSUNG. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Versuche lassen sich wie 
folet zusammenfassen : 
1. Bei Hinzufiigung von Cystin zu dem Hisensalz- (oder 
Kupfersalz-) H2Q2-System wird der Starkeabbau merklich be- 
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Reaktionsgemisch : 
Bei 40°C. 
M/10 Glykokoll-HCl- 
Gemisch(PH 3.3) 3 ccm Verbrauchte Menge von N/100 KMnO,z cem 
M/1000 Ferrisulfatlosung 


2 cem 
1 Mol HO: 0.1 ecm 
Bald nach 
der 10 Min.|20 Min.|/30 Min.|40 Min.| 50 Min. 
Mischung 


Kontrolle 20 comm } 179 {1828 55 yO Bom) 94a santas 


+M/20 Cystin Oahcem | “20%cens We S268... eds est eerie Buh se 
+M/20 Phenol Otcem ||) 20-cerm™ LOIS see Seve Ceo issull tome Oconee 


+M/20 Thioglykolsaure 
0.1 eem OOicemy WTO, OOP alumseet weal veces GION; 


fordert. Bei anderen Schwermetallsalzen, wie Mn-, Ni- und Co- 
Salzen, wird diese Erscheinung nicht beobachtet. 

2. Unter vielen Aminosduren ist ausser dem Cystin nur noch 
das Tyrosin wirksam. 

3. Bei Anwendung dieses Systems verliuft die aktivierende 
Wirkung im allgemeinen parallel der Cystinkonzentration; wenn 
aber die Verdiinnung unter ungefahr M/19200 betraet, ist fast 
gar keine Wirkung mehr bemerkbar. 

4. Das Optimum der Pu fiir die starkeabbauende Wirkung 
des Hisensalz-H2O.s-Cystin-Systems liegt bei Pu 3.3; bei Pu 1.0 
und iiber Pu 5.6 geht diese Wirkung verloren. 

5. Die Wirkung des genannten Systems wird bei Vorhan- 
densein von Citrat dadureh hochgradig gehemmt, dass dieses die 
Entstehung von Ferro-Ionen verhindert. 

6. Die Wirkung des Hisensalz-H2Oo2- bezw. Hisensalz-H2O.- 
Cystin-Systems wird durch Narkotika wie Chloroform, Urethan, 
Alkohol, Ather usw. gehemmt. 

7. In dem genannten System haben Kasein und Hieralbumin 
als Ersatz fiir das Cystin keme Wirkung. 

8. In dem Hisensalz-H2Oo-System haben Glutathion und 
Thioglykolsiure eine dem Cystin analoge Wirkung. Bei dem 
Kupfersalz-H2O2-System habe ich bei Hinzufiigung von Thio- 
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glykolsaure gesteigerte Wirkungskraft beobachtet, dagegen bei 
Hinzutiigung von Glutathion keine Beférderung. 

9. Der Wirkungsmechanismus des Hisensalz-H2O.-Thiover- 
bindung-Systems wird durch die Peroxydbildung aus der Thio- 
Verbindung zu erklaren sein. 

Am Schluss dieser Arbeit moéchte der Verf. nicht verfehlen, 
seem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Keizo Kodama, 
fiir die Anregung und Leitung bei dieser Arbeit, sowie die miihe- 
volle Durehsicht des Manuskriptes seinen allerherzlichsten Dank 
auszusprechen. 
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